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Zusammenfassung
In dieser Arbeit wurde die Wachstumskinetik der in vitro Filamentebildung des Intermediärfilament-
proteins Vimentin untersucht, und versucht diese quantitativ zu beschreiben. Als Grundlage dienten
bestehende qualitative Beschreibungen der Filamentbildung. Das Protein Vimentin wurde rekombi-
nant in E. coli hergestellt und über Säulenaustauschchromatographie gereinigt und in 8 M Harnstoff-
Puffer gelagert. Die Renaturierung von Vimentin vor den Versuchen erfolgte durch ein Dialysever-
fahren gegen Pi-Puffer (2 mM Na-Phosphat, pH 7.5). Schon während der Dialyse bilden sich zuerst
Vimentin-Dimere gefolgt von Tetrameren. Nach der Dialyse liegt Vimentin als Tetramer im Pi-Puffer
vor, was mit Hilfe der analytischen Ultrazentrifuge kontrolliert wurde.
Um die Wachstumskinetik zu messen wurde die Salzkonzentration im Pi-Puffer auf 100 mM KCl er-
höht. Dadurch beginnen die Vimentin-Tetramere lateral zu assoziieren und es entstehen ”Unit-Length-
Filamente” (ULFs) aus acht Tetrameren. Diese ULFs können dann longitudinal zu langen Filamenten
zusammenwachsen. Im Verlauf des Längenwachstums findet gleichzeitig eine Kompaktierung des Fi-
laments statt. Diese radiale Kompaktierung konnte in dieser Arbeit nochmals bestätigt werden.
Das Längenwachstum per Zeiteinheit wurde zuerst mit Hilfe des Elektronen- und Rasterkraftmikro-
skops (EM & SFM) untersucht. Im EM wurde das Wachstum nach definierten Zeitschritten durch
Zugabe von Glutaraldehyd gestoppt. Im SFM dagegen wurde die Reaktion durch Verdünnen stark
verlangsamt und das Wachstum durch Adsorption an eine Oberfläche endgültig beendet. Durch Bild-
analyse wurde die Längenverteilung der Filamente auf den resultierenden Bilderserien bestimmt. Zu-
dem wurde der Einfluss der eingesetzten Oberflächen (kohlebeschichtete Kupfernetze im EM sowie
Glimmer und Glas im SFM) charakterisiert und die Ergebnisse miteinander mit Hilfe statistischer
Methoden verglichen. Dadurch konnte bestätigt werden, dass eine kinetische Messung des Filament-
wachstums auf diese Weise möglich ist und dass die Resultate aus den EM und SFM Messungen
miteinander verglichen werden dürfen.
Da mit Hilfe der Mikroskope insbesondere das laterale Wachstum vom Tetramer hin zum ULF inner-
halb der ersten Sekunden nicht aufgelöst werden konnte, wurde diese Phase des Filamentwachstums
mit einem ”Stopped-Flow”-Gerät untersucht. Hierbei wurde das Vermischen der Reaktionslösungen
mit Hilfe eines Computers gesteuert, wodurch eine Beobachtung der Reaktion nach wenigen Millise-
kunden möglich war. Der Verlauf der Reaktion wurde mit Hilfe von Laserlichtstreuung gemessen.
Zusätzlich wurden verschiedene kinetische Modelle auf Grundlage der bestehenden qualitativen Be-
trachtungen zum Filamentwachstum entwickelt. Aus diesen Modellen wurde ein Modell ermittelt,
das die Messdaten am besten beschreibt. Durch mathematische Anpassung dieses Modells konnte
dann eine erste qualitative Beschreibung derWachstumskinetik von Vimentin vorgeschlagen werden,
die quantitativen Daten optimal wiedergibt. So konnte an dieser Stelle bestätigt werden, dass ULFs
tatsächlich zum Filamentwachstum beitragen müssen und längere Filamente durch End-zu-End Fu-
sion zusammenwachsen. Damit konnte im Rahmen dieser Arbeit eine, im Gegensatz zur Polymeri-
sation von Aktin und Tubulin, neue Form des Filamentwachstums beschrieben werden, bei dem das
Wachstum zuerst durch eine laterale Assoziation mit anschließender longitudinalen Verlängerung ge-
kennzeichnet ist.
Abstract
In this work the growth kinetics of the intermediate filament (IF) protein vimentin was studied in vi-
tro to develop a first quantitative description of the assembly reactions involved. An already existing
qualitative model of the IF assembly provided a basis for the approach taken in this thesis. The pro-
tein vimetin itself was expressed recombinantely in E. coli and purified using ion-exchange column-
chromatography and stored in 8 M urea-buffer. The protein was renatured prior to the experiments
by dialysis against Pi-buffer (2 mM Sodium-Phosphat, pH 7.5). During the dialysis vimentin forms
dimers followed by the formation of tetramers. These vimentin tetramers are the soluble species in the
Pi-buffer after finishing the dialysis, which was checked by analytical ultracentrifugation.
Filament growth was initiated by raising the salt concentration in the Pi-buffer to 100 mM KCl. This
leads to a first lateral aggregation of eight vimentin tetramers. The complex of eigth tetramers is ter-
med ”unit-length-filament” or ULF. These ULFs are then able to drive the longitudinal elongation of
the filaments. During the elongation process the filaments also compact radially to form the observed
10 nm diameter. This compaction could also be observed during the experiments in this work.
The longitudinal elongation was recorded using electron- and scanning force microscopy (EM and
SFM) after distinct time steps of filament growth. The elongation of the filaments was stopped by the
addition of glutaraldehyde (EM) or through rapid dilution and adsorption to a solid support (SFM).
The resulting image series were analysed and the length distribution of the generated filaments was
measured. In addition the influence of the different solid supports (carbon coated EM grids, mica and
glass) on the measured length distribution was characterized and the results were compared to each
other using statistical means. In this way it was verified that a kinetic analysis of the images is feasible
and that it is valid to match the EM and SFM results directly.
However, using the mircroscopes could not resolve first lateral assembly reactions of tetramers for-
ming ULFs. To investigate this fast kinetic process a ”stopped-flow” device was used. Here the soluti-
ons are rapidly mixed using computer controlled mechanized syringes which enables an observation
of the reaction after a few milliseconds. The course of the assembly reaction was followed by laser-
lightscattering.
In addition to the actual measurements, kinetic models were developed on the basis of the existing
qualitative description. Employing these models different modes of filament assembly could be tested
against the actual data. In this way a model which is able to describe the measurements was found.
By fitting this model to the experimental data first reaction rate constants were calculated and a quali-
tative description of the assembly process was introduced. This model also confirmed the previously
introduced qualitative description of IF assembly in general but also with regards to ULFs beeing a
major intermediate for filament growth as well as the elongation of longer filaments by end to end
fusion. This thesis therefore presents a new type of filament elogantion which, in contrast to the poly-
merisation of actin and tubulin, proceeds in a multi-step process characterized by a lateral aggregation
phase which is followed by longitudinal growth.
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Kapitel 1
Einleitung
Unglücklich sind alle, die nur für Resultate arbeiten1
1.1 Intermediärfilamente (IF)
Im Zytoplasma von Metazoenzellen findet man ein dynamisches Filamentnetzwerk. Dieses Zytoske-
lett wird aus drei unterschiedlichen Filamenttypen aufgebaut, den Actinfilamenten (AF), den Inter-
mediärfilamenten (IF) und den Mikrotubuli (MT). Alle drei Komponenten interagieren miteinander
und erhalten so die mechanische Stabilität. Zusätzlich beeinflussen die Filamente die äußere Form der
Zelle und spielen bei der Fortbewegung sowie der Zellteilung eine Rolle [45]. Während der Zelltei-
lung sind MTs an der Verteilung der Chromosomen auf die Schwesterzellen beteiligt. Befindet sich
die Zelle nicht im Prozess der Teilung (S-Phase), können sich an den MT so genannte Motorprotei-
ne fortbewegen und andere Moleküle durch die Zelle transportieren. Weiterhin kann das Zytoskelett
in seiner Gesamtheit das Zytoplasma in variable Regionen unterteilen und dadurch eine organisato-
rische Funktion auf zelluläre Prozesse ausüben. Ein offensichtliches Beispiel dafür ist die Form der
Zellen, die durch das Zytoskelett beeinflusst wird. Leukozyten bewegen sich, wie viele andere Zellen,
aktiv mit Hilfe des Zytoskeletts fort. Auf der anderen Seite werden extreme Formen wie z. B. die der
Neuronen ermöglicht, deren Axone bis zu 1 m lang werden können.
IF haben einen Durchmesser von 8 bis 10 nm. Dieser liegt zwischen dem von Actin (~ 7-9 nm) und
dem der Mikrotubuli (~ 20 nm). Diese Eigenschaft beeinflusste die Namensgebung (intermediate, engl.
dazwischenliegend). Ihre Untereinheiten sind zudem einer der am wenigsten löslichen Teile der Zel-
le. Dieses Verhalten liegt in ihrer Struktur begründet. IF-Proteinen haben eine lange, stäbchenförmige
Ausdehnung. Im Gegensatz zu globulären Proteinen beeinträchtigt diese Struktur die Löslichkeit, da
polare und unpolare Seitenketten gleichermaßen zugänglich sind. Bei globulären Proteinen ragen die
unpolaren Seitenketten meist in das Innere der Struktur. Um IFs in Lösung zu bringen, wird daher in
der Regel Harnstoff in hoher Konzentration (4 bis 8 M) eingesetzt.
1L.E.Modesitt Jr. (ebenso alle Folgenden)
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1.1. INTERMEDIÄRFILAMENTE (IF) KAPITEL 1. EINLEITUNG
Im Gegensatz zu den beiden anderen Filamentsystemen, die aus Actin und Tubulin aufgebaut wer-
den, ist die Struktur der IF-Proteine noch nicht vollständig geklärt. AF und MT hingegen sind bis
ins atomare Detail erforscht und die Kristallstruktur ihrer Untereinheiten (Actin und Tubulin) ist
über die “Protein Data Bank” abrufbar (http://www.rcsb.org). Actin und Tubulin sind lösliche glo-
buläre Proteine, die zu den jeweiligen Filamenten polymerisieren. Deren Reaktionskinetiken wurden
schon sehr gut untersucht und über die Jahre konnten die Modelle dazu stark verbessert werden
[68, 69, 70, 99, 102, 103]. Im Vergleich dazu ist über IFs einiges weniger bekannt. Kristallstrukturen
existieren nur von Teilstücken der Proteine, da sich diese aufgrund der stäbchenförmigen Struktur
sehr schlecht kristallisieren lassen. Die Reaktionskinetik wurde noch nicht quantitativ beschrieben, da
diese, aufgrund der Struktur der IF-Proteine, schwieriger zu erfassen ist. In dieser Arbeit sollte daher
geklärt werden, ob ein kinetisches Modell für das Filamentwachstum entwickelt werden kann und ob
es möglich ist die Geschwindigkeitskonstanten für die Wachstumskinetik zu bestimmen.
1.1.1 Klassifizierung
Neueren Erkenntnissen zur Folge [46] entstammen die IF-Proteine einer Multigenfamilie, welche sich
in H. sapiens aus ~65 Genen zusammensetzt. Es gibt verschiedene Arten von IF-Proteinen, die in fünf
Klassen unterteilt werden. Ein erstes Kriterium zur Klassifizierung der Proteine ist ihre Primärstruk-
tur. Anhand ihrer Sequenzhomologie werden die im Kern vorkommenden Lamine und vier weitere
zytoplasmatische Klassen unterschieden[36] (siehe Tabelle 1.1).
Tabelle 1.1: Vereinfachte Kurzübersicht über die verschiedenen IF-Typen .
Filamenttyp Filamenttyp
Type I & II Keratine (sauer & basisch); werden in verschiedenen Arten von
Epithelzellen hergestellt (z. B. Haut, Harnblase)
Type III Vimentin, Desmin, Glial Fibrillary Acidic Factor (GFAF) und
Peripherin; diese werden in Fibroblasten, Endothelzellen,
Leukozyten, Muskeln und Astrozyten, sowie in peripheren
Nervenzellen hergestellt.
Typ IV Neurofilament-Proteine, welche nach Molekulargewicht
unterschieden werden (H, heavy; M, medium; L, low); in diese
Gruppe gehört z. B. Internexin. IFs des Typ IV werden
hauptsächlich in Neuronen gebildet.
Typ V Lamine; diese haben eine Importsequenz für den Zellnukleus. Sie
kleiden die innere Zellkernmembran aus und tragen zur
Neubildung der Kernhülle nach der Zellteilung bei.
1.1.2 Struktur
Es gelang bisher nur einzelne Fragmente der IF-Proteine zu kristallisieren. Durch das Zusammenset-
zen dieser Einzelteile haben wir heute eine gute Vorstellung über das Aussehen eines IF-Proteins. Es
ist lang und stäbchenförmig mit zentralen alpha-helikalen Domänen. Eine, in allen Einzelheiten gelö-
ste Struktur ist aber noch nicht verfügbar.
Wie in Abbildung 1.1 dargestellt, ist die zentrale Struktur, der ”Rod”, in vier alpha-helikale Bereiche
unterteilt. Diese werden als 1A, 1B, 2A und 2B bezeichnet. Drei kurze Linkersequenzen, L1, L2 und L12
verbinden die helikalen Bereiche miteinander. Die größte Sequenzhomologie findet man im Bereich
der Helices 1A und 1B sowie an den Enden des ”Rods”. Diese Bereiche spielen eine wichtige Rolle in
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Abbildung 1.1: Gezeigt ist ein Vimentin- und ein Lamin A-Tetramer [45]. Die bekannten Strukturmerkmale
sind gekennzeichnet. Die Beschreibung findet sich im Text. Auffällig ist, dass sich die einzelnen IF-Proteine,
trotz hoch konservierter Strukturmerkmale, deutlich z.B. in der ”Tail”-Domäne unterscheiden.
der Dimer-Dimer Interaktion während des Filamentwachstums [86, 105, 88]. Ein Merkmal der ”Rod”-
Domäne ist das Heptadenmotiv (abcde f g)n. Unterbrochen wird dieses Motiv durch eine als ”Stutter”
bezeichnete Region in der Helix 2B. Dieser ”Stutter” ist innerhalb der IF-Proteine hoch konserviert.
Im Heptadenmotiv bestimmen hydrophobe Aminosäuren an den Positionen a und b die Dimerisie-
rungsstärke, während Aminosäuren an den Positionen e und g für die Spezifität verantwortlich sind
[5] mit der zwei IF-Monomere lateral assoziieren. Zwei IF-Polypeptide können auf dieser Grundlage
das für IF typische ”Coiled-Coil” aufbauen. Dies wird durch das Umeinanderwinden der zentralen
”Rod”-Domänen zweier IF-Proteine erreicht. Abbildung 1.1 zeigt ein solches ”Coiled-Coil”. Die sog.
”Head” und ”Tail” Domänen schließen den zentralen ”Rod” jeweils amN- und C-terminalen Ende ab
und weisen keine definierte Struktur auf. Sie liegen als ”random-coil” vor [36, 101].
1.1.3 Wachstumskinetik
Im Gegensatz zur Reaktionskinetik von Actin und Tubulin zu langen Filamenten und Mikrotubuli,
läuft das Wachstum der IF in mehreren unterschiedlichen Stufen ab. Ein qualitatives Modell dazu
wurde bereits 1996 von H. Herrmann und U. Aebi vorgestellt [43]. Der Wachstumsprozess der bei-
den anderen Filamentsysteme (AF und MT) wurde hingegen schon eingehend quantitativ untersucht.
[68, 69, 70, 99, 102, 103]. Die Reaktionskinetik dieser Filamentsysteme ist prinzipiell einfacher zu er-
fassen, da die Komponenten (Actin und Tubulin) nach den Gesetzen einer bimolekularen Reaktion an
das wachsende Filament anlagern. Eine weitere Besonderheit ist das gerichtete Wachstum. So haben
AF und MT ein sogenanntes Plus- und Minusende. So kann das MT an dem Plusende durch Tubulin
verlängert werden, wohingegen am Minusende Tubulineinheiten wieder freigesetzt werden.
Im Gegensatz zu AF und MT verläuft der Wachstumsprozess der IF nicht durch einfaches Anlagern
der löslichen Vorstufen an das wachsende Filament. Es wurde ein mehrstufiger Prozess für das IF-
Wachstum in vitro beschrieben [43]. Dabei wird in einem ersten Schritt aus den IF-Proteinen Dimere
und Tetramere durch laterale Assoziation gebildet. Dieser Schritt läuft allerdings bereits bei der Dia-
lyse aus dem Harnstoff- in den Phosphatpuffer ab. Sobald die Harnstoffkonzentration auf 6 M fällt,
bilden sich aus den Proteinmonomeren Dimere. Vimentin-Tetramere bilden sich bei ca. 4 M Harnstoff
und stellen die lösliche Form im Phosphatpuffer am Ende der Dialyse dar. Durch Erhöhen der Salz-
konzentration kann das lateraleWachstum gestartetwerden und verläuft vomTetramer bis hin zum so
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genannten ”Unit-Length-Filament” (ULF). Dieses besteht aus acht Tetrameren. Die gebildeten ULFs
können durch longitudinales Wachstum lange Filamente bilden. Während der Verlängerungsphase
kommt es auch zu einer radialen Kompaktierung der Filamente, wodurch der typische Durchmesser
der IFs erreicht wird.
Die verschiedenen IF-Proteine polymerisieren, trotz großer Unterschiede in der Primästruktur, zu
morphologisch ähnlichen Filamenten. Dies kann durch eine nahezu identische Sekundärstuktur er-
klärt werden, die alle IF-Proteine ausbilden (siehe oben). Diese Struktur ist für alle IF-Proteine charak-
teristisch.
1.1.4 IF im Menschen und in der Zelle
IFs kommen in nahezu jedem Gewebe und Organ des menschlichen Körpers vor. Angefangen von
den Haaren bis hinein in den Zellkern nehmen die IF ihre mannigfaltigen Aufgaben wahr (Abb 1.2).
In den letzten Jahren hat sich herausgestellt, dass sie nicht einfach nur für die mechanische Stabilität
der Zellen verantwortlich sind. Die klassische Sichtweise [51] wird dabei mehr und mehr überholt.
Neuere Ergebnisse zeigen, dass IFs regulatorischen Einfluss auf Zellorganellen haben und im Prozess,
neu hergestellte Proteine an ein bestimmtes Ziel zu bringen (engl. “protein targeting”), eine Rolle
spielen.
1.1.4.1 Bedeutung des IF-Proteins Vimentin
IFs aus dem Protein Vimentin werden in dieser Arbeit verwendet. Obwohl Vimentin ein evolutionär
konserviertes Protein ist, es kommt sogar in Haifischen vor, sind seine Funktionen noch weitgehend
ungeklärt. Es wurde versucht durch den Knock-Out von Vimentin in Mäusen genaue Kenntnisse dar-
über zu erlangen, ob und wie Vimentin im Organismus funktioniert. Bei diesen Versuchen wurde
jedoch kein offensichtlicher Phänotyp gefunden, der auf einen eindeutigen Vimentindefekt zurück-
geführt werden konnte [23]. Weiterhin wurde in diesen Experimenten auch keine Reaktion des Orga-
nismus auf das Fehlen von Vimentin beobachtet. So wäre es denkbar gewesen, dass andere IF-Typen
verstärkt exprimiert werden, um den Ausfall von Vimentin abzufangen. Dies konnte aber nicht nach-
gewiesen werden. Ohne den Einfluss selektiver Faktoren hatte die Abwesenheit von Vimentin keinen
Einfluss auf die Fortpflanzung bzw. Entwicklung der beobachteten Mäusepopulation. Dies hatte zur
Folge, dass Vimentin nur eine geringe Bedeutung bei zellulären Vorgängen beigemessen wurde.
Bei genaueren Experimenten mit verschiedenen selektiven Bedingungen, bei welchen die Vimentin-
Knock-Out Mäuse evolutionärem Stress ausgesetzt wurden, hatte das Fehlen von Vimentin dann doch
deutlichere Auswirkungen. So wird unter Anderem die Wundheilung nach einer Hautverletzung be-
einträchtigt. Ein ähnlicher Effekt kann auch in embryonalem Gewebe beobachtet werden [29]. Weiter-
hin konnte man aufgrund dieser Beobachtungen eine erhöhte Anfälligkeit gegenüber mechanischer
Belastung in primären Fibroblasten feststellen. Generell zeigten Zellen ohne Vimentinfilamente eine
verringerte mechanische Stabilität, Motilität und Migrationsfähigkeit. All diese Beobachtungen deu-
teten darauf hin, dass Vimentin eine entscheidende Rolle für die mechanische Stabilität in der Zelle
spielt [30].
Bei T-Lymphozyten konnte zudem eine verminderte Resistenz gegen Deformationen festgestellt wer-
den. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass Vimentin eine wichtige Rolle bei der Transmigration
von T-Lymphozyten durch Endothelgewebe spielt. Weiter Beispiele, die auf mögliche Funktionen von
Vimentin hindeuten, beschreiben eine Veränderung des Tonus in vaskulären Gefäßen [92, 91] sowie
eine abgeschwächte Gefäßerweiterung bei Vimentin-null Mäusen [54]. Entfernt man solchen Mäusen
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Abbildung 1.2: Die Abbildung wurde von Diana M. Tiovola et al. [95] übernommen und zeigt einen einfa-
chenÜberblick darüber, wo IFs imKörper eine Rolle spielen. Zusätzlich wird hier noch eine kurze Einteilung
vorgenommen welcher Filamenttyp in dem jeweiligen Gewebe vorherrschend ist.
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Abbildung 1.3: Gezeigt sind die Interaktionen von Vimentinfilamenten mit Proteinen oder Organellen in
der Zelle. Gestrichelte Linien weisen auf Interaktion über noch unbekannte Linkerproteine hin. Abbildung
nach Diana M. Tiovola et al. [95].
3/4 ihrer Nierenmasse, so führt dies zu einem kompletten Nierenversagen und dem Tot der Tiere. Im
Gegensatz dazu sterben Wildtyp-Tiere bei gleicher Behandlung nicht.
In der Zelle interagieren Vimentin-IFs in erster Linie mit Komponenten des Zytoplasmas. Hier wird
Vimentin primär eine Beteiligung an Stoffwechsel- und Transportvorgängen sowie dem Lipidmetabo-
lismus zugeschrieben (s. Abb. 1.3). Im Lipidstoffwechsel scheint das Vimentinfilamentsystem Voraus-
setzung für die Bildung von Lipidtropfen zu sein und übt eine stabilisierende Wirkung auf diese aus
[33, 52]. Es konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass Vimentin am Glycosphingolipid-Kreislauf
über Endosomen und den Golgi-Apparat beteiligt ist [37]. Weiterhin konnte in vitro die Beteiligung
von Vimentin an der Stressantwort der Zelle gezeigt werden [64, 72]. Auch an verschiedenen Si-
gnaltransduktionsprozessen konnte eine Beteiligung von Vimentin nachgewiesen werden [97]. Hier
scheint Vimentin durch lösliche und unlösliche Fraktionen im Zytoplasma regulativ auf die Signalwe-
ge Einfluss zu nehmen.
1.2 IF als Ursachen für Erkrankungen
Erkrankungen durch IFs gehen auf Mutationen an den jeweiligen IF-Proteinen zurück und werden
größtenteils autosomal dominant vererbt [34, 35]. Als erste Krankheit wurde Epidermolysis bullosa
simplex (EBS) einem Defekt an den IF zugeordnet. EBS ist eine Krankheit an Keratin-IFs, bei der die
Epidermis extrem empfindlich auf mechanische Belastungen reagiert. Es entstehen schwere Hautbla-
sen durch Zytolyse der basalen Epidermisschicht [25]. Mittlerweile sind 14 Mutationen an Keratin-
genen bekannt, die Krankheitsbilder ausprägen können. Diese reichen von autosomal dominanten
Erkrankungen an den Haaren oder Nägeln über Kornea-Defekte am Auge bis hin zu Störungen an
epithelialen Keratinen bei chronischen Lebererkrankungen [24, 77].
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Laminopathien sind durch Lamin-IFs ausgelöste Krankheiten. Die erste bekannte Laminopathie, die
Emery-Dreyfus-Muskeldystrophie (EDMD),wurde 1999 beschrieben [7]. Danach konntenweiter Krank-
heiten den Veränderungen im LMNA-Gen zugeordnet werden. Eine Übersicht findet man in [16]. Eine
kurze Zusammenfassung ist in Tabelle 1.2 zu sehen. Vermutungen legen nahen, dass eine Laminstö-
rung die Stabilität der Kernhülle schwächt. Diese Destabilisierung wirkt sich dann negativ auf die
Organisation des Chromatins aus.
Tabelle 1.2: Übersicht über einige Lamin Krankheiten. Modifiziert nach [16].
Krankheit Vererbung Klinischer Phänotyp Zitat
HutchinsonGilford Progerie De novo
Mutation
Vorzeitiges Altern, einschließlich Haarausfall und Verlust von
subkutanem Fett. Vorzeitige Arteriosklerose; Tot in den Jugendjahren
[28, 31,
78]
Atypischen Werner
Syndrom
Autosomal
Dominant
Vorzeitiges Altern beginnt in der 2. Lebensdekade; Kataraktbildung,
Sklerodermitis, Vorzeitige Arteriosklerose, Ergrauen der Haare.
[21, 1]
Emery-Dreyfuss
MuskelDystrophie Typ 2
Autosomal
Dominant
Langsam fortschreitende Verkürzung und Schwächung der Muskeln,
Schwund von Skelettmuskeln und Kardiomyopatie mit Störung des
Blutflusses
[6, 7,
53]
Emery-Dreyfuss
MuskelDystrophie Typ 3
Autosomal
rezessiv
Langsam fortschreitende Verkürzung und Schwächung der Muskeln,
Schwund von Skelettmuskeln und Kardiomyopatie mit Störung des
Blutflusses
[4]
Gliedermuskel Dystrophie Autosomal
dominant
Langsam fortschreitende Schulter- und Beckenmuskelschwäche sowie
deren Rückgang; Nachfolgend dann Muskelverkürzungen und
Herzstörungen
[60, 94]
dilatative
Kardiomyopathie
Autosomal
dominant
Ventrikulare Dilatation, verschlechterte systolische
Kontraktivität, Herzrhythmusstörung, Durchblutungsstörung
[13, 32]
CharcotMarieTooth Typ 2B1 Autosomal
rezessiv
Motorische Störungen der unteren Gliedmaßen, Schwierigkeiten beim
Gehen, Sekundäre Deformationen am Fuß und eingeschränkten bzw.
fehlenden Sehnenreflexe ab der 2. Dekade
[79, 90]
Familiäre Partielle
Lipodystrophie, Dunnigan
Typ
Autosomal
dominant
Verlust von Fettgewebe im Körper sowie den Extremitäten; gleichzeitig
wird Fett im Hals- und Gesichtsbereich abgelagert. Oft einhergehende
insulinresistente Diabetes, Hypertriglyceridemia und gesteigerte
Anfälligkeit für Arteriosklerose
[15, 80,
83]
Mandibuloacrale Dysplasia Autosomal
rezzesiv
Verzögerte Schließung der Schädelstruktur, Platzmangel für die Zähne,
Kleinwuchs, Lipodystrophy, Gelenkverkürzungen, Unterentwicklung
des Kiefers und des Schlüsselbeins, Acroosteolysis, Haaraufall und
Insulinresistenz
[65, 2]
Restiktive Dermopathy De novo
Mutation in
LMNA oder
rezzesive null in
ZMPSTE24
Intrauterine Wachstumsverzögerung, gespannte und feste
Hauterosionen. Mikrostomia, Unterentwicklung der Lunge, früh tödlich
[59, 62,
63]
Allg. Lipoatrophy/
Lipodystophie
Autosomal
dominant
Variabler Phänotyp, ähnlich mit anderen Laminopathien mit allg.
Lipodystrophy oder Lipoatrophy, u.a. Diabetes, Hypertriglyceridemia
und Anzeichen von Progerie
[18, 26]
Bei den Neurofilamenten finden sich ebenfalls eine Reihe von Erkrankungen. Abnormale Akkumula-
tion bzw. Fehlorganisation der Filamente sind Kennzeichen vieler Erkrankungen an Motorneuronen.
Ein Beispiel dafür ist die sporadische Amyotrophe Lateralsklerose (ALS).
TretenMutationen am IF-Protein Desmin auf spricht man von einer Desmin-Myophathie. Diese zeich-
net sich durch Muskel- bzw. Kardiomyopathien aus. Desmin-IFs kommen hauptsächlich im Skelett-
und Herzmuskel vor, Krankheiten sind daher auf das Muskelsystem beschränkt [27].
Das in dieser Arbeit verwendete IF-Protein Vimentin ist zusammen mit GFAP der Assembly-Gruppe
II zuzuordnen. Besonders auffallend an diesen beiden Proteinen war, dass man zu Beginn keine gra-
vierenden Störungen bei “Knock-Out” Mäusen von Vimentin und GFAP beobachten werden konnte
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[23]. Erst ein gleichzeitiger “Knock-Out” förderte Defekte bei der Regeneration von Astrozyten zu
Tage [71]. Aufgrund dieser Tatsache fand man später heraus, dass ein Komplettausfall dieser IFs we-
niger schwerwiegend ist als das Auftreten bestimmter Mutationen. So konnten bei Patienten, die an
der Alexander-Krankheit leiden, dominant-negative Mutationen am Gen für das GFAP-Protein nach-
gewiesen werden [11].
Neueste Ergebnisse haben jetzt auch die Funktion von Vimentin in der Augenlinse untersucht [57].
Dies wurde schon früher vermutet [17]. Da blinde Labormäuse aber keinen entscheidenden Nachteil
in der Käfighaltung haben, wurde die Rolle von Vimentin in den Zellen der Augenlinse erst verhält-
nismäßig spät entdeckt.
Allen IF-Erkrankungen ist gemein, dass sie noch nicht bis ins letzte Detail verstanden worden sind.
Warum sie Fehlbildungen während der Embryonalentwicklung verursachen oder ein vorzeitiges Al-
tern auslösen können ist Gegenstand aktueller Forschung.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit
IF-Proteine bilden ein dynamisches intrazelluläres Netzwerk aus. Über quantitative Aspekte dieser
Dynamik und die Reaktionskinetik der Filamentbildung ist verhältnismäßig wenig bekannt. Eine
quantitative Beschreibung des Filamentwachstums fehlt gänzlich. Das Hauptziel dieser Arbeit ist es,
diese Beschreibung zu liefern sowie Geschwindigkeitskonstanten der Reaktionen zu ermitteln. Dazu
soll das Wachstum des IF-Proteins Vimentin in vitro untersucht und quantitativ ausgewertet werden.
Auf Basis der bestehenden qualitativen Beschreibung des Filamentwachstums [41] soll eine Reaktions-
kinetik für dieses Wachstum entwickelt und mit den experimentellen Ergebnissen verglichen werden.
Im ersten Ansatz soll das Wachstum von Vimentin über einen Zeitraum von mehreren Minuten im
Elektronen- und Rasterkraftmikroskop (EM und SFM) zeitabhängig beobachtet und anschließend die
Konturlängen der Filamente auf den gewonnenen Bilder quantitativ ausgewertet werden. Die beiden
Mikroskopietechniken sollen dabei miteinander verglichen werden. Da die Filamente im Rasterkraft-
mikroskop direkt im verwendeten Puffer visualisiert werden, könnte an dieser Stelle ein unterschied-
liches Ergebnis zwischen den beiden Techniken erzielt werden. Unterschiede könnten auch durch
die, im EM und SFM, verschiedenen Oberflächen verursacht werden, an welche die Filamenten ad-
sorbieren müssen. Es muss daher geklärt werden, wie sich verschiedene Adsorptionszeiten auf die
gemessenen Längenverteilung der Filamente auswirken.
Da die Probenvorbereitung für dieMikroskope vonHand erfolgt, kann dasWachstum nur im Sekunden-
Maßstab gestoppt werden. Daher kann nur das Längenwachstum über einen längeren Zeitraum mit
dieser Methode charakterisiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit soll aber auch die laterale Wachs-
tumsphase der Vimentin-Tetramere hin zum ULF untersucht werden. Um diese schnelle Kinetik des
IF-Wachstums zu erfassen, wird die ”Stopped-Flow”-Methode eingesetzt. Hier kann die Wachstum-
reaktion mit einer zeitlichen Auflösung im Millisekundenbereich verfolgt werden. Die Detektion soll
mittels Laserlichstreuung erfolgen.
Mit Hilfe dieser Daten soll dann ein kinetische Modell entwickelt und an die gemessenen Daten ange-
passt werden. Mit Hilfe dieses Modells soll versucht werden den prinzipiellen Reaktionsverlauf des
Vimentinwachstums zu erklären. Durch die Anpassung des plausibelsten Modells können dann die
Geschwindigkeitskonstanten des IF-Wachstums angegeben werden.
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Kapitel 2
Material und Methoden
Das objektive Universum ist absolut unwirklich
2.1 Materialien
Alle verwendeten Chemikalien wurden in Analysequalität (p.a.) von den folgenden Firmen bezogen:
• Serva (Heidelberg)
• Roth (Karlsruhe)
• Quiagen (Hilden)
• Pharmacia (Freiburg i. Br.)
• Roche (Mannheim)
• Fluka (St. Gallen, Schweiz / Sigma-Aldrich)
2.1.1 Verbrauchsmaterial, biochemische Produkte und Laborgeräte
Bakterien
• Wirt: E. coli StammTG-1
• Genotyp: e14-(mcrA),D (mcrCB-hsdSMR-mrr)171, sbcC, recB, recJ, u-mucC:Tn5(kan1), uvrC:supE44,
lac, gyrA96, relA1, endA1, [FproAB, lacl9ZDM15, Tn10(tet1)]
• Vektor: Plasmid pDS-5 System [14].
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Bakterienaufzucht und Proteinaufreinigung
• LB-Medium
86 mM NaCl:
10 mM MgSO4
1 % Bactotrypton (w/v)
0.5 % Hefeextrakt (w/v pH: 7,2)
• TB-Medium:
4 mM KH2PO4
91 mM K2HPO4
1.2 % Trypton (w/v)
2.4 % Hefeextrakt (w/v)
0.4 % Glycerin (v/v)
• LB-Ampicillin-Medium:
200 mg/ml Penicillin G in LB-Medium
• LB-Ampicillin-Agar:
1.5 % Agar (w/v) in LB-Ampicillin-Medium
• Lysepuffer:
50 mM Tris, pH 8,0
25 % Saccharose
• Detergenzpuffer:
200 mM NaCl
1% DOC (Natriumdesoxycholat)
1% NP40
20 mM Tris, pH 7,5
2 mM EDTA
• GII Waschpuffer:
10 mM Tris, pH 8,0
0.5 % TritonX100
• 9.5 M Harnstoff (gepuffert):
9.5 M Harnstoff
10 mM Tris, pH 7,5
5 mM EDTA
+100 µl PMSF pro 10ml
+100 µl 1M DTT
RNAse A
DNAse I
• Pefabloc SC Serinprotease-Inhibitor (Suicide-Inhibitor, Klasse Sulfonsäurefluoride)
• NP40
• DTT (1 M Stammlösung ansetzen)
• Protein Broad-Range Marker 7701 (New England Biolabs) von 2.3 bis 212 kDa
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• BioRad Mikrotestsystem (Bradfordreagenz)
• Diethylaminoethyl-Sepharose (DEAE-Sepharose)
• Carboxymethyl-Sepharose (CM-Sepharose )
• Fast-Flow-Säulen (BioRad)
• 10 fach Säulenpuffer (Stammlösung):
50 mM Tris
l0 mM EDTA
1 mM EGTA
• Säulenpuffer:
60 ml l0 fach Säulenpuffer
480 ml Harnstoff 10 M
60 ml H20destilliert
+600 µl 1M DTT (Endkonzentration 1mM)
• Dialyseschlauch:
Servapor Dialysistubing (Firma Serva)
regenerierte Cellulose
Porengröße: 250 nm (12000 - 14000 Da)
Durchmesser: 6 mm
Kat. Nr.: 44139.01
• Dialysepuffer:
2 mM Natriumphosphatpuffer 7.5 pH
1 mM DTT
• Harnstoffpuffer:
160 ml Harnstoff 10M
40 ml Dialysepuffer
160 µl 1 M DTT
• Quarzküvetten:
Firma Hellman, Präzisions-Küvetten aus Quarzglas Suprasil
Typ-Nr.:105.251-QS
Schichtdicke: 3 mm
• Spektrometer: Firma Pharmacia Biotech, Ultrospec 3000
• SEDNTERP: (www.jphilo.mailway.com) errechnet für Vimentin:
e280 Vimentin wild typ: 0.464 ∗ g ∗ l ∗mol−1 ∗ cm−1 (entspricht 1g/l)
Assemblierung der Filamente
• Phosphatpuffer (Pi-Puffer):
2 mM NaH2PO4
2 mM Na2HPO4
auf pH 7.5 eingestellt
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• 2-fach Assembly-Puffer:
200 mM KCl
2 mM Pi-Puffer pH 7,5
• Assembly-Puffer:
100 mM KCl
2 mM Pi-Puffer pH 7,5
Rasterkraftmikroskopie
• Glimmer (Muscovite Mica)
• StandardMikroskopie Deckgläser
• Schott Displayglas D263T
• Stickstoff (g)
• Wasserstoffperoxid (H2O2) 30%
• Schwefelsäure (H2SO4) min 95%
• Caro´sche Säure (Piranha Solution) in folgender Mischung: H2SO4konz :H2O2 30% 3:1
• Anotop 10 Syringe Filters 0.02 µm/10 mm Firma Whatman
• 4 mm Syringe Filters 0.2 µm Firma Nalgene
• 2 ml Spritzen mit Schraubgewinde
• 1 ml Spritzen
• NP-S Spitzen:
Standard Silizium Nitride (Firma Nano and More GmbH)
Federkonstante: 0.01 bis 0.6 N/m
Resonanzfrequenz: 5-50 kHz
Spitzenradius: 20-40 nm
Höhe der Spitze: 3 µm
½Winkel des Spitzenkegel: 35°
Reflektive Beschichtung: Gold
Länge der Federbügel: 120 oder 200 µm
Breite der Federbügelschenkel: 15 40 µm
Dicke der Federbügel: 0.4-0.6 µm
Form der Federbügel: V-Form
• NC-H Spitzen:
monolithisches Silizium (Firma di/Veeco Metrology Group Inc.)
Federkonstante 21-78 N/m
Resonanzfrequenz 260-410 kHz
Spitzenradius < 10 nm
Höhe der Spitze 10 - 15 µm
Reflektive Beschichtung Aluminium
Länge der Federbügel 125 ± 0,5 µm
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Breite des Federbügels 30 µm
Dicke der Federbügel 0.4-0.6 µm
Form der Federbügel Stab-Form
• HDC-Spitzen
auf Standard Silizium Nitrit aufgedampft (Firma Nano and More GmbH)
Federkonstante: 0.01 0.6 N/m
Resonanzfrequenz: 5-50 kHz
Spitzenradius: ~5 nm
Höhe der Spitze: 300 ± 100 nm
Reflektive Beschichtung: Gold
Länge der Federbügel: 200 µm
Breite der Federbügelschenkel: 30 µm
Dicke der Federbügel: 0.4-0.6 µm
Form der Federbügel: V-Form
Elektronenmikroskopie
• EM Grids: 300 square Mesh copper 3.05 mm, Agar Scientific
• Baltec SCD 005 sputter coater mit CEA 035 carbon evaporation supply
• Glutaraldehyd (Sigma)
• Uranylacetat (Sigma)
• Zeiss EM 900
Stopped-FlowModul
• Stopped-Flow Modul, SFM-3, Biologic, Claix Frankreich
• Drei Edelstahlspritzen (1x5 ml, 2x20 ml)
• Verbindungschläuche aus Teflon
• Thermostat, Julabo F12
• Küvette (FC-15)
• Software, Biokine Version
2.2 Mikrobiologische Verfahren
2.2.1 Transformation der E. coli Zellen
Die transformationskompetenten Bakterienzellen wurden in der Arbeitsgruppe Herrmann am DKFZ
nach dem Protokoll von Hanahan (1983) hergestellt und freundlicher Weise für diese Arbeit zur Ver-
fügung gestellt.
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Das Vimentin wurde mittels Überexpression in E. coli Zellen hergestellt. Dazu wurde ein 100 µl Ali-
quot des TG1 Stammes 10 Minuten auf Eis aufgetaut und mit einem µl (10 ng) Plasmid-DNA versetzt.
Die Plasmid-DNA wurde mir ebenso von der Arbeitsgruppe Herrmann zur Verfügung gestellt. Nach
Zugabe der Plasmid-DNA erfolgte eine 30 minütige Inkubation auf Eis. Darauf folgte eine drei mi-
nütige Temperaturerhöhung auf 37° C, die eine Aufnahme der Plasmid-DNA in die Bakterienzellen
bewirkte. Danach wurde eine Minute auf Eis inkubiert und der Ansatz in 400 µl LB-Medium über-
führt. Es erfolgte eine Inkubation für eine Stunde auf 37° C. 200 µl der Zellen wurden dann auf einer
Penicillin G Agarplatte ausplattiert und über Nacht bei 37° C inkubiert.
2.2.2 Aufzucht der E. coli Zellen im Flüssigmedium
Nach erfolgreicher Transformation wurde von der Agarplatte eine Kolonie gewählt. Von dieser Ko-
lonie wurden Zellen in eine Flüssigkultur überführt und so eine große Zahl an Zellen gezüchtet, aus
denen im Anschluss das überexprimierte Vimentin aufgereinigt werden konnte.
Vorkultur
In Reagenzgläser wurde jeweils 2 ml TB-Mediummit Carbencillin vorgelegt. Von der Agarplatte wur-
den vereinzelte Kolonien aufgenommen und in das TB-Mediumüberführt. Diese Vorkulturenwurden
bei 37° C und 260 rpm für 7 Stunden auf einer Schüttelplatte inkubiert.
Großkultur
Eine der Vorkulturen wurde ausgewählt und in 400ml TB-Mediummit Carbencillin (50 mg/ml) über-
führt. Die Großkultur wurde bei 37° C über Nacht auf einer Schüttelplatte mit 250 rpm inkubiert. Am
nächsten Tag konnten der Kultur 30 ml für eine DNA-Präparation entnommen werden. Die restlichen
Zellen wurden bei 5000 rpm zentrifugiert. Aus den 30 ml wurde die DNA isoliert (QUIAGEN) und
sequenziert (Andreas Hunziker, DKFZ). Auf diese Weise wurde überprüft, ob unerwünschte Punkt-
mutationen aufgetreten sind, die die Primästruktur des Vimentins verändern würden.
2.3 Proteinaufreinigung
In E. coli-Zellen liegt ein Großteil der rekombinant synthetisierten Fremdproteine in zytoplasmati-
schen Granula vor, den “Inclusion Bodies” [8]. Unter Verwendung des Protokolls von Nagai und Tho-
gersen [61] können diese leicht aufgereinigt werden.
2.3.1 Durchführung
Alle Schritte wurden auf Eis bzw. bei 4°C durchgeführt. Die Puffer wurden vorgekühlt. Das Bakterien-
pellet aus der Großkultur (ca. 5 g Zellen) wurde in 8ml Lysepuffer resuspendiert und in einemDounce
L homogenisiert. Zum Homogenisat wurden 2 ml Lysepuffer mit l0 mg/ml Lysozym zugegeben. Das
Lysozym wurde immer frisch zugegeben. Es war darauf zu achten, dass der Lysozym enthaltende
Puffer gut mit dem Homogenisat vermischt wurde, was durch das Dounce L erreicht werden kann.
Das Gemisch wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Ablauf der 30 Minuten wurden 100 µl l M
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MgC12 , 10 µl RNAse A, 10 µl DNAse I, 100 µl Pefabloc SC und 200 µl 10%NP 40 zugegeben und nach
Mischen imDounce L zehnMinuten auf Eis inkubiert. Nach zehnMinutenwurde erneut im Dounce L
gemischt und ein weiteres Mal mit l0 µl DNAse I für 10 Minuten auf Eis verdaut. Dann wurden 20 ml
Detergenzpuffer, 200 µl l M DTT sowie 300µl PefablocSC zugegeben. Mit Hilfe des Dounce L wurde
ein letztes Mail gemischt und 20 Minuten in einem SS-34 Zentrifugenbecher bei 4°C und ca. 8000 rpm
zentrifugiert. Danach wurden vier Waschschritte durchgeführt. Nach jedem Waschschritt wurde für
10 Minuten bei 4°C in dem SS-34 Zentrifugenbecher bei 8000 rpm zentrifugiert. Jedem Waschpuffer
mussten frisch DTT (Endkonzentration von 1 mM DTT im Puffer) und 50 µl Pefabloc SC zugegeben
werden!
1. Waschschritt: Das Pellet wurde aus dem Zentrifugenbecher in den Dounce L überführt und mit
20 ml GII Waschpuffer gut gemischt, bis das gesamte Pellet gelöst war. Das gelöste Pellet wurde
zehn Minuten auf Eis inkubiert.
2. Waschschritt: Das Pellet wurde aus dem Zentrifugenbecher in den Dounce L überführt und mit
20 ml GII Waschpuffer, in dem l ,5 M KC1 gelöst war, gut gemischt, bis das komplette Pellet
gelöst war. Das gelöste Pellet wurde zehn Minuten auf Eis inkubiert.
3. Waschschritt: Das Pellet wurde aus demZentrifugenbecher in denDounce L überführt undmit 20
ml GII Waschpuffer gut gemischt, bis das komplette Pellet gelöst war. Das gelöste Pellet wurde
zehn Minuten auf Eis inkubiert.
4. Waschschritt: Das Pellet wurde aus dem Zentrifugenbecher in den Dounce L überführt und mit
20 ml TE Puffer gut gemischt, bis das komplette Pellet gelöst war. Das gelöste Pellet wurde zehn
Minuten auf Eis inkubiert.
Nach dem letzten Waschschritt wurde das Pellet in 9.5 M gepufferten Harnstoff aufgenommen und
ca. eine Stunde bei 35.000 rpm bei 4°C in einem Ti-Rotor zentrifugiert. Nach dem Zentrifugenlauf
wurde das Pellet verworfen; das Protein befand sich im Überstand. Der Überstand wurde mit l0 mM
Methylammoniumchlorid versetzt und bei -20°C bis zur Aufreinigung über die Ionentauschersäulen
aufbewahrt.
2.3.2 Ionenaustauschchromatographie
Die Reinigung über die Ionenaustauscher erfolgte in zwei Schritten. Zuerst wurde über eine DEAE-
Sepharose-Säule (Anionentauscher) aufgereinigt. Im zweiten Schritt erfolgte eine Reinigung über eine
CM-Sepharose-Säule (Kationentauscher).
Vorbereitungen
Puffer:
Der Säulenpuffer wurde mit HCl auf einen pH-Wert von 7.5 eingestellt und 15 Minuten im Ultra-
schallbad entgast.
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Sepharose:
Die DEAE-Sepharose wurde in eine Saugflasche abgefüllt (ca. 25 ml pro Säule). Die Saugflasche wur-
de an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen. Auf diese Weise wurde die Sepharose für 15 Minuten
entgast. Zwischendurch wurde die Saugflasche leicht geschwenkt, damit sich die Sepharose nicht zu
stark absetzte. Nach dem Entgasen konnte die Sepharose auf die Säule gegossen werden. um sich in
der Säule abzusetzen. Dabei ist darauf zu achten, dass diese nicht trocken läuft.
Protein:
Das Protein wurde aufgetaut und mit Säulenpuffer auf 35.5 ml verdünnt. Von der Verdünnung wurde
eine Probe für das spätere Proteingel abgenommen.
Gradient:
Das Protein wurde über einen Salzgradienten von der Säule eluiert. Es wurde ein Gradient von 0 bis
0.3 M KCl benutzt. Dazu wurden im Säulenpuffer 0.3 M KCl gelöst. Durch einen Gradientenmischer
wurde der Salzgradient dann auf die Säule gegeben.
1. Schritt: Anionentauscher
Durchführung
Beladung der Säule :
Die Säule wurde mit 50 ml Säulenpuffer gefüllt, wobei ein Aufwirbeln der Sepharose vermieden wer-
den sollte. Sobald die 50 ml Säulenpuffer abgelaufen waren, so dass noch eine ca. 2 cm hohe Schicht
des Säulenpuffers über dem Sepharosebett stand, konnte mit dem Proteinauftrag begonnen werden.
Vor dem Auftrag wurde eine Probe A (Auftrag) für eine spätere Überprüfung im Proteingel entnom-
men. Sobald die gesamten 35.5 ml der Proteinverdünnung aufgetragen waren, wurde das leere Gefäß
mit 50ml Säulenpuffer gefüllt. Diese 50 ml wurden ebenso auf die Säule aufgetragen. Von der Probe,
die durch die Säule läuft, wurden die ersten 20 ml in einem mit LV (Leervolumen) gekennzeichneten
Gefäß aufgefangen. Die nächsten 30ml wurden in einemmit DF (Durchfluss) gekennzeichneten Gefäß
gesammelt. Der Rest wurde in einem mit WL (Waschlösung) gekennzeichneten Gefäß aufgefangen.
Dies geschah zur späteren Überprüfung des Säulenmaterials und der Bindung des Proteins an die Se-
pharose. Nach dem Durchlauf der kompletten 50 ml Säulenpuffer wurde die BioRad-Säule oben und
unten verschlossen.
Elution mittels Salzgradient:
An die Säule wurde ein Gradientenmischer und ein Fraktionssammler angeschlossen. Der Fraktions-
sammler wurde so eingestellt, dass pro Fraktion 60 Tropfen mit einer Geschwindigkeit von ca. 2 Trop-
fen pro Sekunde gesammelt wurden. Um den Fortschritt der Elution zu beurteilen, wurde in Eppen-
dorfgefäße (l.5 ml) 200 µl Bradfordreagenz (1:5 aus der Stammlösung verdünnt) vorgelegt. Von einer
Fraktion wurden 5 µl in ein mit Bradfordreagenz vorbereitetes Eppendorfgefäß gegeben. Anhand der
Blaufärbung kann dann leicht das Fortschreiten der Elution bestimmt werden. Es genügt, wenn man
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Abbildung 2.1: Die Abbildung zeigt exemplarisch das SDS-Gel nach der Aufreinigung über die CM-
Sepharose Säule. Spur 1 und 26 sind jeweils Proteinmarker. In Spur 2, 3 und 4 ist jeweils A, DF und WL
aufgetragen (s. Abschnitt 2.3.2). Spur 5 bis 25 enthält ausgewählte Fraktionen zwischen 26 und 53. Anhand
des Gels kann sehr schön der Erfolg der Aufreinung verfolgt werden (Spur 5 bis 23). Mittels der Aufgetrage-
nen Fraktionen wurde dann entschieden welche Fraktionen zum endgültigen Proteinpool zusammengefasst
wurden.
am Anfang der Elution nur jede fünfte Fraktionen einem Test unterzieht. Sobald die Elution des Pro-
teins beginnt, kann man entscheiden, ob jede oder jede zweite Fraktion mittels Bradford überprüft
werden soll. Es ist sinnvoll, jeweils den Anfang und das Ende der Elution, wenn das Protein von der
Sepharose gelöst wurde, genau zu betrachten.
Die Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE untersucht. Pro Säule geschieht dies in zwei Gelen mit
jeweils 13 Spuren. Der Probenauftrag geschah nach folgendem Schema:
Tabelle 2.1: Prinzipieller Gelbeladeplan
Spur 1 2 3 4 5-25 26
Probe Marker A DF WL Fraktionen Marker
2. Schritt: Kationentauscher
Danach erfolgt der zweite Schritt: Die Reinigung über eine Kationentauschersäule mit CM-Sepharose.
Die Reinigung über die CM-Sepharose wurde analog zu der oben beschriebenen Reinigung mit der
DEAE-Sepharose-Säule durchgeführt. Alle Parameter blieben gleich, nur die DEAE-Sepharose wurde
durch CM-Sepharose ersetzt. Am Ende der Elution wurden die Fraktionen wieder mittels SDS-PAGE
nach dem Schema in Tabelle 2.1 überprüft. Mit Hilfe des Gels wurden die Fraktionen für den end-
gültigen Proteinpool ausgewählt und zusammengeführt. Das gepoolte Vimentin wurde mit 10 mM
Methylammoniumchlorid versetzt und bei -80°C gelagert.
Bestimmung der Proteinkonzentration
Der Proteingehalt wurde mit Hilfe eines Standard Bradford-Protein-Assay ermittelt (M. Bradford
1976). Bei dieser Methode wird aus dem Protein und dem sauren Farbstoff Coomassie Brilliant Blue
G250 ein Komplex gebildet, der leicht photometrisch nachzuweisen ist. Bei der Komplexbildung ver-
schiebt sich das Absorptionsmaximum von 475 nm nach 595 nm. Das BioRad-Mikrotestsystem wurde
nach den Herstellerangaben benutzt. Um von der gemessenen Absorption einer Proteinlösung un-
bekannter Konzentration auf die Menge an Protein schließen zu können, wird als erster Schritt eine
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Eichgerade anhand definierter Mengen einer standardisierten Rinderserumalbumin-Lösung herge-
stellt und gemessen. Von der Lösung mit der unbekannten Proteinkonzentration wurde dann bei 595
nm Wellenlänge im Photometer die Absorption bestimmt. Mit Hilfe der Absorptionswerte konnte
dann aus der Eichgerade die Konzentration des Proteins bestimmt werden.
2.3.3 Dialyse
Das gereinigte Vimentin wurde in 8 M Harnstoff bei -80°C gelagert. Unter diesen Bedingungen liegt
es als Monomer vor und ist über lange Zeiträume ohne nennenswerten Aktivitätsverlust haltbar. Eine
Renaturierung aus dem 8MHarnstoffpuffer ist über eine schrittweise Reduzierung der Harnstoffkon-
zentration in physiologischem Natriumphosphatpuffer möglich.
Die verschlossenen Dialyseschläuche (Firma Serva, Heidelberg) erlauben einen Austausch von Sub-
stanzen bis zu einer Größe von 14 kDa.
Vorbereitung der Dialyseschläuche
Vor der Dialyse mussten die Dialyseschläuche vorbehandelt werden. Dazu wurde der am Stück gelie-
ferte Schlauch zerteilt. Die Stücke wurden in einer Lösung aus Natriumhydrogencarbonat (200 mM)
und EDTA (5 mM) fünf Minuten lang gekocht. Danachwurde die Natriumhydrogencarbonat /EDTA-
Lösung abgeschüttet und die Schläuche kurz mit destilliertem Wasser gespült. Nach dem Spülen
wurden die Schläuche erneut fünf Minuten lang in einer frischen Natriumhydrogencarbonat /EDTA-
Lösung gekocht und anschließend gründlich mit destilliertem Wasser gespült. Die nicht benötigten
Schlauchstücke wurden in 10 % Ethanol im Kühlschrank für spätere Dialysen gelagert.
Durchführung
Die Dialyse wurde immer in Plastikbechern durchgeführt, da aus Glasgefäßen Salze herausgelöst wer-
den könne, die den pH-Wert beeinflußen. Der Dialyseschlauch wurde auf die benötigte Länge ge-
schnitten und gut mit destilliertem Wasser gespült. Eine Seite des Schlauches wurde mit einer Klam-
mer zugeklemmt und die benötigte Menge des aufgereinigten Proteins in den Schlauch pipettiert. Der
Schlauch wurde dann vollständig mit Klammern verschlossen und im ersten Schritt in Harnstoffpuf-
fer eingelegt.
1. Schritt: Dialyseschlauch 15-30Minuten in 200 ml Harnstoffpuffer legen und leicht rühren lassen.
(Harnstoffkonzentration 8 M)
2. Schritt: 100 ml abgießen und durch 100 ml Dialysepuffer ersetzen. 20 Minuten leicht rühren
lassen. (Harnstoffkonzentration 4 M)
3. Schritt: 100 ml abgießen und durch 100 ml Dialysepuffer ersetzen. 20 Minuten leicht rühren
lassen. (Harnstoffkonzentration 2 M)
4. Schritt: 100 ml abgießen und durch 100 ml Dialysepuffer ersetzen. 20 Minuten leicht rühren
lassen. (Harnstoffkonzentration 1 M)
Der Dialyseschlauch wurde aus dem Becher genommen und in einen neuen Becher in 200 ml Dialy-
sepuffer /1 mM DTT eingelegt. Vorher wurden die Klammern noch etwas abgetrocknet, um so wenig
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wie möglich vom restlich Harnstoff mit in den neuen Becher zu bringen. Im neuen Becher wurde die
Dialyse unter leichtem Rühren bei 4° C über Nacht fortgesetzt. Am nächsten Tag wurde der Dialy-
seschlauch bei Raumtemperatur eine Stunde in Dialysepuffer ohne DTT eingelegt, um das DTT zu
entfernen. Dieser Schritt ist aber nur dann nötig, wenn man wie in diesem Fall kein DTT in der end-
gültigen Proteinlösung wünscht. Das dialysierte Protein wurde bei 4° C gelagert. In diesem Zustand
ist es ungefähr eine Woche haltbar. Über diesen Zeitraum konnte man eine Abnahme der Aktivität
beobachten. Für die Kinetikmessungen wurde allerdings nur frisch dialysiertes Vimentin verwendet.
Nach der Dialyse war eine weitere Konzentrationsbestimmung nötig.
2.3.4 Proteinbestimmung im Spektrometer
Der Proteingehalt des dialysierten Vimentin wurde über ein Spektrum bestimmt. Manmuss dazu den
Extinktionskoeffizienten des Proteins kennen. Im Spektrometer wird dann ein Spektrum der Lösung
mit verschiedenen Wellenlängen aufgenommen. In diesem Fall wurde von 220 bis 360 nm in 5 nm
Schritten gemessen. Der Vorteil der Methode ist, dass man kein Protein verliert. Die eingesetzte Men-
ge konnte ohne merkliche Qualitätseinbußen für Versuche im Rasterkraft- und Elektronenmikroskop
wieder verwendt werden.
Nach dem Beer-Lambertschen Gesetz errechnet sich die Konzentration folgendermaßen:
c = A280/d ∗ e280 (2.1)
• c: Konzentration
• d: Schichtdicke der Küvette
• A280: Absorption der Lösung bei 280 nm
• e280: Extinktionskoeffizient bei 280 nm
2.3.5 Polymerisierung zu Filamenten
In vitro kann die Filamentbildung durch eine Erhöhung der Ionenstärke auf 100 mM KCl ausgelöst
werden. Dazu wurde das über Nacht dialysierte Vimentin auf eine Konzentration von 0.4 mg/ml
verdünnt. Die Filamente konnten bei 37° C und einer Konzentration von 0.2 mg/ml in 100 mM KCl
und 2mM Pi, pH 7.5, je nach Experiment, bis zu einer Stunde lang wachsen. Dazuwurde die benötigte
Menge an dialysiertem Protein (0.4 mg/ml) mit der gleichen Menge des 2fach Assembly-Puffers (200
mM KCl, 2 mM Pi, pH 7.5) verdünnt. Nach Ablauf der jeweiligen Zeit wurde aus dem Ansatz ein Teil
entnommen und für das EM (s. Abschnitt 2.5.3) oder das SFM (s. Abschnitt 2.4.5) vorbereitet.
2.4 Rasterkraftmikroskopie
2.4.1 Technische Grundlagen der Rasterkraftmikroskopie und Messprinzip
Mit dem Rasterkraftmikroskop wird durch mechanisches Abtasten das topographische Bild einer
Oberfläche erstellt. Die untersuchten Moleküle sind auf dieser Oberfläche gebunden. Eine sehr spit-
ze Nadel, die an einem Federbügel befestigt ist, wird Zeile für Zeile über den gewählten Bereich
33
2.4. RASTERKRAFTMIKROSKOPIE KAPITEL 2. MATERIAL UNDMETHODEN
Abbildung 2.2: Schematische Darstellung eines AFM-Aufbaues.A, zeigt einen typischenAufbau in Luft. Die
Halterung des Federbügels ist der Einfachheit halber nicht gezeigt. Beim AFM des Typs MultiModeTMwird
die Probe mit Hilfe eines Piezo-Scanners unter der Nadel bewegt. B, zeigt einen typischen Aufbau für Mes-
sungen in Flüssigkeit. Der Federbügel ist hier innerhalb einer transparenten Zelle montiert. Über zwei Zu-
leitungen in dieser Zelle kann die Flüssigkeit auch während des Experiments ausgetauscht bzw. erneuert
werden.
geführt: scannen. Die Positionsdaten werden durch die Bewegungen des Scanners in X-, Y- und Z-
Richtung aufgenommen und das Bild mit Hilfe dieser Daten rekonstruiert. Die Höheninformationen
werden durch die Verbiegung des Federbügels und die darauf folgenden Ausgleichsbewegungen des
Scanners rekonstruiert. Auf den Federbügel wird ein Laserstrahl fokussiert. Dieser Laserstrahl wird
von dem Federbügel auf eine 4-Quadrantenphoto-diode reflektiert. Dadurch ist eine Bestimmung der
Verbiegung des Federbügels möglich. Die genaue Positionierung des Scanners im Mikro- und Na-
nometerbereich wird über Piezoelemente realisiert. Diese Elemente haben die Eigenschaft, sich beim
Anlegen einer Spannung zu verformen. Mit Hilfe definierter Spannungen kann so eine sehr genaue
Positionierung des Scanners erreicht werden. Das Prinzip der Rasterkraftmikroskopie (auch Scanning
Force Microscopy SFM oder Atomic Force Microscopy AFM) kann auf verschiedenste Weise variiert
werden. In der Biologie werden hauptsächlich zweiMethoden angewendet: Der so genannte ”Contact
Mode” und der ”Tapping Mode”. Beim ”Contact Mode” wird die Nadel direkt mit der Oberfläche in
Berührung gebracht und auf dieser entlang geführt. Fährt die Nadel über ein Objekt auf der Ober-
fläche, verbiegt sich der Federbügel. Diese Verbiegung wird detektiert. Der Piezoscanner wird über
einen elektronischen Regelkreis in Z-Richtung bewegt, damit die Verbiegung der Nadel wieder aufge-
hoben wird. Diese Bewegung in Z-Richtung wird als Höheninformation gespeichert. Der Nachteil bei
dieser Methode ist, dass biologische Proben oft stark in Mitleidenschaft gezogen werden, da diese gut
verformbar sind. Im ungünstigen Fall kann es auch vorkommen, dass die Nadel die Probe verschiebt
und so eine sinnvolle Bildgebung nicht mehr möglich ist.
Im ”Tapping Mode” wird der Federbügel durch einen Piezokristall in Schwingung versetzt. Trifft
die Nadel dann auf die Oberfläche, wird die Schwingung des Federbügels gedämpft. Die Höhenin-
formation wird in diesem Fall nicht über eine Verbiegung des Federbügels gemessen, sondern über
eine Änderung in der Amplitude des schwingenden Federbügels. Der Scanner hält einen eingestellten
Wert für die Schwingung der Nadel über einen elektronischen Regelkreis konstant. Die Ausgleichsbe-
wegung des Scanners wird dann als Höheninformation aufgenommen.
Die Kräfte, die beim Annähern an die Oberfläche zu einer Dämpfung der Nadelschwingung füh-
ren, sind elektrostatische Wechselwirkungen, Van-der-Waals- und Kapillarkräfte zwischen Spitze und
Flüssigkeitsfilm, der die getrocknete Probe umgibt. Beim Mikroskopieren in Flüssigkeit fallen die Ka-
pillarkräfte weg, wodurch die Wechselwirkung zwischen Spitze und Probe weiter reduziert werden.
Gegenüber dem ”Contact Mode” wird durch den ”Tapping-Mode” eine stark verringerte Interaktion
mit der Oberfläche erreicht. Auf diese Weise wird es möglich, auch weiche biologische Proben oh-
ne starke Verformungen im Rasterkraftmikroskop zu untersuchen. Beide oben erwähnten Methoden
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kann man sowohl in Luft als auch in Flüssigkeit durchführen.
Neben diesen beidenMethoden gibt es noch zahllose weitere Varianten, die eine Bildgebung über z.B.
den Tunnelstrom (Scanning Tunneling Microscope, STM), magnetische Ablenkung der Spitze oder
laterale Verbiegung des Federbügels realisieren. Diese Varianten kommen aber eher in der Material-
wissenschaft vor.
Neben den bildgebenden Verfahren kann mit dem AFM auch eine Kraftmessung durchgeführt wer-
den. Hierbei wird die Kraft gemessen die benötigt wird, um Zellen von einer Oberfläche zu lösen oder
Proteine aus der Zellmembran herauszuziehen.
2.4.2 Abbildung von Objekten
Die mit dem Rasterkraftmikroskop erreichbare Auflösung hängt im Regelfall von der Geometrie der
benutzten Spitze ab. Der Endradius der Spitze bestimmt die erreichbare Auflösung. Auf Bildern, die
mit dem Rasterkraftmikroskop aufgenommen wurden, beobachtet man außerdem eine Verbreiterung
der betrachteten Probe. Dieser Effekt beruht auf der kegelförmigen Geometrie der Spitze (Abb. 2.3).
Für die laterale Auflösung gilt, dass sich die betrachtete Probe um annähernd einen Spitzendurchmes-
ser verbreitert. Je nach dem, wie flexibel die Probe ist, kann sich dieser Wert aber auch verschieben.
Soll die Breite einer Probe gemessen werden, gibt man diese bei halber Höhe der Struktur an, um Ver-
breiterungseffekte zu umgehen. Diese Methode bezeichnet man als “Full Width at Half Maximum”
(volle Breite bei halber Höhe). Durch den Einsatz verschiedener Spitzen können Auflösungen von
5-10 nm und besser erreicht werden.
Bewegungsrichtung
SFM - Spitze
Probe
Oberfläche
A
C
B
d
Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des Einflusses einer SFM-Spitze auf die Abmessungen der be-
trachteten Probe. A. Die Spitze wird in der angezeigten Richtung über die Probe bewegt. Aufgrund der
Spitzengeometrie, kann die wahre Form der Probe nicht vollständig abgefahren werden. B. Die Probe wird
aufgrund des dargestellten Mechanismus um jeweils einen halben Spitzenradius verbreitert. C. zeigt sche-
matisch das Endergebnis so wie es der Nutzer des Mikroskops zu sehen bekommt.
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2.4.3 Verwendete Oberflächen in der Rasterkraftmikroskopie
Glimmer
Der in dieser Arbeit benutzte Glimmer war vom TypMoskowiter (engl. muscovite mica) und von gelb-
licher Farbe. Glimmer gehört zu den Silikaten und dort in die Unterklasse Phyllosilikate. Moskowi-
ter Glimmer hat die chemische Formel K2Al4Si6Al2O2O(OH, F)4, Kalium-Aluminium-Silikat Hydro-
xifluorid. Glimmer ist ein hartes, aus krystallinen Schichten bestehendes Material. Das Besondere an
Glimmer ist die leichte Spaltbarkeit entlang der einzelnen Schichten. Man erhält dadurch eine extrem
glatte Oberfläche (im atomarenMaßstab). Diese weist ein regelmäßiges Atomgitter auf und eignet sich
dadurch hervorragend für Rasterkraftexperimente. Im Moskowiter Glimmer bestehen die einzelnen
Kristallschichten aus Aluminiumsilikat, die durch Kaliumschichten zusammengehalten werden. Die-
se Bindung ist nicht sehr stark. Das Spalten des Glimmers geschieht entlang dieser Kaliumschichten.
Das Kaliumion sitzt in einem großen Zwischenraum von 12 Sauerstoffatomen, sechs von der darüber
und sechs von der darunter liegenden Schicht. Die ionische Bindung zwischen K- und O-Atomen ist
schwach und kann leicht aufgebrochen werden.
Die Phyllosilikate haben eine charakteristische hexagonale Symmetrie und Erscheinung. Auf Bildern
ähnelt die Struktur einem Ring mit einem Loch in der Mitte. Glimmer kann daher auch sehr gut zum
Kalibrieren des Piezoscanners genutzt werden.
Glas
Glas wurde eingesetzt, um den Einfluss verschiedener Oberflächen auf die Filamente zu untersuchen.
Zwei verschiedene Glastypen kamen hierbei zum Einsatz:
1. StandardMikroskopie Deckgläser mit einer Dicke von 0.175 mm.
2. Schott Displayglas D263T aus Borsilikat mit folgenden Merkmalen:
Geringer Alkalianteil
Widerstandsfähig gegen chemische Angriffe
Hohe Lichttransmission
Leicht schneidbar
Gute Planität
Feuerpolierte Oberflächen
Die Gläser wurden mit Säure vorbehandelt. Dadurch wurde eine sehr saubere und vor allem hydro-
phile Oberfläche hergestellt. Eine hydrophile Oberfläche war für die Messungen in wässrigen Puffern
von Vorteil, da die gesamte Oberfläche leicht benetzt werden konnte.
2.4.4 Rasterkraftmikroskopie in Flüssigkeit
Glimmer - Oberfläche freilegen
Der Glimmer wurde auf eine magnetische Scheibe geklebt und auf die gleiche Größe wie diese zuge-
schnitten. Das magnetische Scheibchen diente dazu, die Probe auf dem Piezoscanner des Rasterkraft-
gerätes festzuhalten, der einen magnetischen Kern enthält. Kurz vor Gebrauch wurde der Glimmer
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gespalten, indem ein Stück Tesafilm auf diesen geklebt und schnell abgezogen wurde. Dadurch wur-
de eine frische glatte Oberfläche zur Benutzung freigelegt. Diese ist sehr glatt und muß sofort benutzt
werden. Die Lösungen mit den Filamenten wurden direkt auf den frischen Glimmer gegeben und die
Flüssigkeitszelle darauf aufgebaut.
Glas - Säurebehandlung
Zur Behandlung der Glasoberflächen wurde eine Mischung aus 3 Teilen H2SO4 konz (>94 %) und 1
Teil H2O2 (30%) frisch angesetzt. Diese Mischung ist auch unter dem Namen caro´sche Säure oder
“Piranha Solution” bekannt und wird häufig zur Reinigung von Gläsern eingesetzt. Beim Ansetzen
erhitzt sich die caro´sche Säure bis zu ihrem Siedepunkt. In der frischen und heißen Säure wurden
dann die vorgeschnittenen Glasplättchen für mindestens 1 Stunde inkubiert. Nach Ablauf einer Stun-
de wurden die Glasplättchen aus dem Säurebad genommen und gut mit destilliertemWasser gespült.
Danach wurden sie für 15 Minuten in ein Ultraschallbad gestellt. Diese Behandlung ist nötig, da sonst
beim Trocknen der Gläser Rückstände aus dem Wasser auf dem Glas zurück bleiben. Nach der Be-
handlung im Ultraschallbad wurden die Glasplättchen mit Stickstoff trockengeblasen und auf eine
magnetische Scheibe aufgeklebt, mit der sie dann auf den Piezoscanner des Rasterkraftmikroskops
montiert werden konnten.
Vorsicht: Caro´sche Säure ist eine sehr reaktive Mischung. Bei Verwendung dieser ist darauf zu ach-
ten, dass immer nur die benötigte Menge angesetzt wird. Beim Ansetzen sollte zuerst H2O2 und dann
H2SO4 in das Gefäß gefüllt werden. Bei Vermischung mit organischen Lösungsmitteln (z.B. Aceton)
entstehen explosive Gemische! Man sollte also sicherstellen, dass ein Kontakt mit organischen Lö-
sungsmitteln ausgeschlossen werden kann. Zudem sollten hitzebeständige Gefäße benutzt werden.
2.4.5 Probenvorbereitung
Alle verwendeten Puffer wurdenmit Anotop 10 Filtern filtriert. Das frisch dialysierte Vimentin wurde
vor dem Assembly einmal durch einen Nalgene Filter mit einer Porengröße von 0.2 mm filtriert.
Nach dem im Abschnitt 2.3.5 beschriebenen Protokoll wurde Vimentin in vitro zu Filamenten poly-
merisiert. Nach der für den jeweiligen Versuch festgelegten Zeit, wurde das Assembly gestoppt, in
dem ein Teil mit Assembly-Puffer (100 mM KCl, 2 mM Pi, pH 7.5) verdünnt wurde. Es wurden Ver-
dünnungsstufen von 1:80 benutzt. Aus der verdünnten Probe wurden sofort 30 µl auf die verwendete
Oberfläche (Glas oder Glimmer) übertragen und für eine Zeit ( bis zu 5 Minuten, siehe auch Abschnitt
3.1.3) inkubieren gelassen. Danachwurde die Oberfläche zweimal mit 100 µl Assembly-Puffer gespült,
so dass noch 30 µl Puffer auf der Oberfläche verbleiben. Danach wurde die Flüssigkeitszelle des SFM
mit 60 µl Assembly-Puffer gefüllt und aufgebaut. Die Bilder für die spätere Auswertung der Kontur-
länge wurden immer mit 8 x 8 µm Scangröße bei 512 mal 512 Pixeln aufgenommen. Daraus ergibt sich
eine Größe von ~15 nm pro Pixel .
2.5 Elektronenmikroskopie
Proteinstrukturen können mit Hilfe eines Transmissionselektronenmikroskops (TEM) immolekularen
Detail sichtbar gemacht werden. Die Auflösungsgrenze des TEM liegt bei etwa 0.38 nm. Dies bedeutet
eine gegenüber dem Lichtmikroskop um etwa den Faktor 103 höhere Auflösung. Das verwendete
TEM von Zeiss mit der Typenbezeichnung EM 900 hat eine beheizte Wolframelektrode mit einem
37
2.5. ELEKTRONENMIKROSKOPIE KAPITEL 2. MATERIAL UNDMETHODEN
Abbildung 2.4: Die Abbildung zeigt den schematischen Aufbau eines Elektronenmikroskops sowie den
Strahlengang. Die Beschreibung findet sich im Text (modifiziert nach einer Abbildung in Wikipedia
http://de.wikipedia.org/wiki/Elektronenmikroskop).
elektrischen Potential zwischen 50 und 80 kV als Strahlenquelle. Diese ist am oberen Ende einer ca. 2
m hohen Mikroskopsäule angebracht, in der Hochvakuum herrscht. Am unteren Ende befindet sich
die Anode, mit deren Hilfe ein Potentialgefälle erzeugt wird, dass die Elektronen im elektrischen Feld
beschleunigt.
2.5.1 Technische Grundlagen der Elektronenmikroskopie
Die Elektronen im TEM besitzen die Eigenschaften einer Welle mit l = 0.005 nm. Fokusiert wird der
Elektronenstrahl durch ein System von Polschuhmagneten, die auch als Kondensor- oder elektroma-
gnetische Linsen bezeichnet werden. Die Proteinproben werden auf einem Kupfernetz (Grid) fixiert.
Das Kupfernetz kann dann in die Präparathalterung eingebaut werden. Diese Halterung wird durch
eine Luftschleuse in das Hochvakuum der Mikroskopsäule eingeschleust und dem Elektronenstrahl
ausgesetzt.
Die an der Wolframelektrode erzeugten Elektronen durchstrahlen das Objekt, das entsprechend dünn
sein muss. Je nach Ordnungszahl der Atome, aus denen das Objekt besteht, der Höhe der Beschleu-
nigungsspannung und der gewünschten Auflösung kann die sinnvolle Objektdicke von wenigen Na-
nometern bis zu einigen Mikrometern reichen. Typische Beschleunigungsspannungen für die Unter-
suchung biologischer Materialien sind 80 bis 120 kV. Die benutzbaren Beschleunigungsspannungen
sind ein wesentliches Leistungsmerkmal eines TEM. Je höher die Ordnungszahl und je niedriger die
Beschleunigungsspannung sind, desto dünner muss das Objekt sein. Dünne Objekte sind ebenso für
hochauflösende Abbildungen erforderlich.
Die Elektronen treffen zuerst auf das Kondensor-Linsensystem und werden von diesem so abgelenkt,
dass sie den gewählten Objektausschnitt gleichmäßig beleuchten. Alle Strahlen fallen an diesemPunkt
in etwa parallel auf das Objekt. Durch die Beschaffenheit der Probe werden die auftreffenden Elektro-
nen gestreut. Dabei ändert sich ihre Bewegungsrichtung, wodurch sie teilweise ihre Bewegungsener-
gie verlieren (inelastische Streuung). Elektronen, die das Objekt unter dem selben Winkel verlassen,
werden in der hinteren Brennebene der Objektivlinse in einem Punkt fokussiert.
Man kann nun in dieser Ebene mit einer Blende (Objektivblende beziehungsweise Kontrastblende)
nur die Elektronen passieren lassen, die nicht gestreut wurden. Da Atome mit höherer Ordnungszahl,
sowie dickere Objektbereiche stärker streuen, wird der entstehende Kontrast Massendickenkontrast
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genannt.
Am unteren Ende der Mikroskopsäule werden die Elektronen auf einem fluoreszierenden Schirm
durch die Projektivlinse gebündelt und zur Bildgebung genutzt. Das Bild entsteht durch die unter-
schiedliche Absorption und Beugung der Elektronen in der Probe. Ein Sichtfenster und Binokular
ermöglichen die Beurteilung der Probe. Mit Hilfe eines Fotoapparates kann jede Probe dokumentiert
werden.
2.5.2 Herstellung der Kohleoberfläche auf den EM-Grids
Zur Herstellung der Kohlefilme wurde ein ”Bal Tec SCD 005 sputter” mit einem ”CEA 035 carbon eva-
poration supply” eingesetzt. Die Kohlefolien wurden zuerst auf ein Stück frisch gespaltenen Glimmer
aufgedampft. Dazu wurde ein Kohlefaden in den Flansch des ”CEA 035” eingespannt. Die Ablage
mit dem Glimmer in der Unterdruckkammer wurde auf eine Höhe von 4 cm eingestellt und dann der
Kopf des CEA 035 mit dem Kohlefaden auf die Unterdruckkammer gesetzt. Die Unterdruckkammer
wird bis zu einemDruck von ca. 5 ∗ 10−2 mbar evakuiert. Bei erreichen dieses Druckes wird die Unter-
druckkammer sieben mal mit Stickstoffgas gespült. Danach kann der Druck weiter, auf 1 ∗ 10−2 mbar
reduziert werden.
Wird dieser Druck erreicht kann der Kohlefaden durch Anlegen einer Spannung blitzartig verdampft
werden. Die freigewordene Kohle lagert sich in einer dünnen Schicht auf der frisch gespaltetenen
Glimmeroberfläche ab.
Dieser Kohlefilm wird vom Glimmer in einem Wasserbad abschwimmen gelassen. Vorher legt man
die Kupfernetze auf ein Whatman-Filterpapier in das Wasserbad. Durch Ablassen des Wassers kann
dann die schwimmende Kohlefolie auf die Kupfernetze abgesenkt werden. Vor der Benutzung mus-
sten die Kupfernetze einen Tag getrocknet werden.
2.5.3 Probenvorbereitung
Der Filamentbildungsprozess wurde durch eine Erhöhung der Ionenstärke auf 100 mM KCl ausge-
löst. Um eine Bilderserie der Filamentbildung innerhalb der ersten Sekunden aufnehmen zu können,
wurde zwischen 5 Sekunden und 20 Minuten auf 37° C inkubiert. Nach Anlauf der Zeit wurde das Fi-
lamentwachstums durch Zugabe von 0.2 % Glutaraldehyd in die Lösung gestoppt (Endkonzentration
des Glutaraldehyd 0.1% v/v). Aus der Filamentlösung wurden dann 30 µl auf die Kohlefolie pipet-
tiert.
Zur Vorbereitung der Kohlefolie-Grids wurde wie folgt vorgegangen: Kurz vor der Verwendung
der Kohlefilme auf den Kupfernetzen wurden diese für zwei Minuten einer Glimmentladung (Glow
discharge) im ”Bal Tec SCD 005” (s.o) unterzogen. Dabei wurde analog zum Abschnitt 2.5.2 vorge-
gangen. Die Glimmentladung wurde 2 Minuten durchgeführt. Durch diese Behandlung wird die hy-
drophobe Kohleoberfläche besser benetzbar und die Proteine können besser haften. Danach wurden
30 µl des Probenansatzes auf das Kupfernetz pipettiert und für 2 Minuten inkubiert. Nach Ablauf
der zwei Minuten wurde 10 Sekunden mit gefiltertem destilliertenWasser gewaschen und danach für
15 Sekunden mit 2 % Uranylacetat gefärbt. Nach der Färbung wurde das Kupfernetz luftgetrocknet.
Letzte Wasserreste wurden dann durch das Vakuum im Elektronenmikroskop beseitigt. Zwischen je-
dem Schritt wurde die überschüssige Flüssigkeit kurz mit einemWhatman Filterpapier abgesaugt.
Durch das Glutaraldehyd können die Intermediärfilamente bzw. dessen Vorstufen innerhalb des Mo-
leküls über die zwei reaktionsfähigen Aldehydgruppen kovalent verknüpft werden. Danach ist es
möglich, die Filamente mit Wasser zu waschen und zu trocknen, ohne dass sich die Struktur auflöst.
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Da Proteine aus Atomen mit einer niedrigen Ordnungszahl bestehen und darum die Elektronen im
TEM nicht stark genug streuen, um eine gute Bildgebung zu erreichen, benötigt man ein Kontrastmit-
tel. Einen guten Kontrast erreichtman durch die Komplexierung der Präparatemit Salzen des Schwer-
metalls Uran. Uranmit seiner hohen Ordnungszahl beugt die Mehrzahl der auftreffenden Elektronen.
Der Bildkontrast im TEM steigt mit zunehmender Ordnungszahl. Die Proteine erscheinen im TEM
hell und ungefärbt, während die Ränder oder die Umgebung dunkel angefärbt sind (Negative Stain).
Unterschiedliche Strukturen weisen unterschiedliche Kontrastabstufungen auf.
2.6 Analytische Ultrazentrifugation
In dieser Arbeit wurde die Proteinlösung mittels einer analytischen Ultrazentrifuge (AUZ) (Beckman
Optima XL-A, Rotor An-60 Ti) untersucht. Mittels dieser Technik sollte der Sedimentationskoeffizient
derMoleküle in der Lösung bestimmt werden. SindMoleküle verschiedener Größe in der Lösung vor-
handen, so zeigt sich das im Vorhandensein verschiedener Sedimentationskoeffizienten, die aus der
Messung errechnet werden. Die Ergebnisse sollten dazu dienen die Uniformität der Probe hinsichtlich
einer Molekülgröße zu überprüfen. Im Folgenden soll die Theorie der AUZ näher erläutert werden.
2.6.1 Theoretische Grundlagen der AUZ
Setzt man Moleküle unterschiedlicher Masse und Form einem Schwerkraftfeld aus, so bewegen sich
diese in Richtung des Schwerefeldes unterschiedlich schnell. In einer Zentrifuge können durch hohe
Umdrehungszahlen von bis zu 90.000Umdrehungen proMinute eine 700.000 fach höhere Schwerkraft
als auf der Erdoberfläche erzeugt werden (700.000 g). Die durch die Zentrifuge erzeugte Zentrifugal-
kraft, die auf das Molekül wirkt, hängt von dessen Masse und derWinkelgeschwindigkeit des Rotors,
sowie dem Abstand des Moleküls von der Rotorachse ab. Die Sedimentationsgeschwindigkeit des
Moleküls in der Zentrifuge hängt zusätzlich von dessen Dichte im Verhältnis zur Dichte des Lösungs-
mittels ab.
Im Gegensatz zu einer herkömmlichen Laborzentrifuge enthält eine AUZ zusätzlich eine Optik. Diese
erlaubt die Visualisierung des Sedimentationsprozesses. Dazu wird das Licht einer Xenon-Lampe mit
Hilfe eines Monochromators auf eine bestimmte Wellenlänge eingestellt und durch die rotierenden
Messzellen geschickt. Ein Photomultiplier auf der anderen Seite der Messzellen misst die Lichtin-
tensität. Auf diese Weise kann die Änderung in der optischen Dichte an verschiedenen Stellen der
Messzelle verfolgt werden. Die gemessene Absorption wird dann als Funktion des Abstandes zur
Drechachse des Rotors aufgetragen. Prinzipiell kann man somit in der AUZ zwei verschiedene Mes-
sungen durchführen. Durch die Verwendung von sehr hohen Drehzahlen wird versucht der Diffusion
der Moleküle entgegenzuwirken. In diesem so genannten Sedimentationsexperiment wird dann die
Zeit gemessen mit der die Moleküle zum äußeren Rand der Messzelle wandern. Aus den Messda-
ten kann der Sedimentationkoeffizient berechnet werden, der für jedes Molekül charakteristisch ist.
Dieses Experiment wurde zuerst vom schwedischen Chemiker Theodor Svedberg durchgeführt. Der
Sedimentationskoeffizient trägt daher die Einheit Svedberg [S]. Verwendet man anstelle von hohen,
niedrige Drehzahlen so kann man ein so genanntes Gleichgewichtsexperiment durchführen. Dabei
wird solange zentrifugiert bis sich ein Gleichgewicht zwischen Sedimentation und Diffusion der Mo-
leküle einstellt. Aus dem gemessenen Konzentrationsprofil kann der Diffusions- und Sedimentations-
koeffizient berechnet werden. Diese Informationen dienen der Bestimmung des Molekulargewichts.
In dieser Arbeit wurde nur die Methode des Sedimentationsexperimentes eingesetzt. Im Folgenden
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wird daher nur diese beschrieben.
Um für die Sedimentation eine Gleichung herzuleiten, verzichtet man zu Beginn erst einmal darauf,
den Einfluss der Diffusion zu berücksichtigen. Es herrscht dann ein Kräftegleichgewicht zwischen der
Zentrifugalkraft (Fz), dem Auftrieb und der Reibung (Fr).
Fz = (m−m0)ω
2x = m(1− νρ)ω2x (2.2)
Fr = f
∂x
∂t
(2.3)
m, Masse des Moleküls
m0, Masse des verdrängten Lösungsmittels
ν¯, Partialspezifisches Volumen des gelösten Moleküls
f , Reibungskraft (nach Stokes)
ρ, Dichte des Lösungsmittel
ω, Winkelgeschwindigkeit des Rotors
x, Abstand von der Rotordrechachse
Es gilt
dx
dt
=
m(1− ν¯ρ)
f
ω2x = sω2x (2.4)
Aufgund des Gleichgewichtes der Kräfte.
Während der Zentrifugation wandern alle Moleküle von der Rotorachse weg nach Außen. Durch die-
se Sedimentation bildet sich eine Zone reinen Lösungsmittels aus. Zwischen dem reinen Lösungmittel
und dem Teil in dem noch gelöste Moleküle vorhanden sind bildet sich eine Grenzschicht aus. Für ein
Molekül an dieser Grenzfläche bzw. für die Grenzflächenposition x¯ gilt somit:
dx¯
dt
= sω2
¯
x ⇒
dln(x¯)
dt
= sω2 (2.5)
s ist der so genannte Sedimentationskoeffizient mit der Dimension [Sekunde]. s wird in Svedberg
angegeben; 1S = −13 Sekunden.
In der AUZ kommen sektorförmige Messzellen zum Einsatz (s. Abbildung 2.5). Dadurch wird ei-
ne Sedimentation an die seitlichen Zellwände während der Zentrifugation vermieden. Die Molekü-
le können ungehindert im Schwerefeld der AUZ wandern. Während die Zentrifuge in Betrieb ist,
wandern die Moleküle vomMeniskus zum Boden der Messzelle. Aus der Verschiebung der gemesse-
nen Absorptionsdaten erhält man den s-Wert. Um die Konzentrationsänderung an jeder Position der
Messzelle beschreiben zu können, benötigt man eine Differentialgleichung, die neben der Diffusion
der Moleküle auch die Sektorgeometrie berücksichtigt.
Die Flußdichte durch eine Fläche F mit dem Fluss Φ in der Zeiteinheit ∆t ist gegeben durch:
J =
Φ
F∆t
(2.6)
Um den Massenfluß in der Sektorzelle von innen nach Außen durch eine Fläche F = αxa (α in rad) zu
beschreiben, muss man die Sedimentation sowie die Diffusion berücksichtigen. Die zeitliche Verände-
rung der Masse im betrachteten Volumenelement ∆V kann wie folgt beschrieben werden:
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung einer sektorförmingenMesszelle in der AUZ.
∂ms
∂t
= νcα(x + dx)a = sω2(x + dx)cα(x + dx)a (2.7)
ν ist hier die Geschwindigkeit des Massenflusses, gegeben durch die Gl. 2.4. Die Veränderung der
Masse im Volumenelement ∆V durchDiffusion in das Volumenelement wirdmit folgender Gleichung
beschrieben:
∂mD
∂t
= −D
∂c
∂x
αxa (2.8)
Betrachtet man die Massenflußdichte durch Sedimentation in einer bestimmten Entfernung (x) zur
Drehachse, dann ist diese:
Js = sω
2xc (2.9)
Wohingegen die Massenflußdichte aufgrund der Diffusion durch
JD = −D
∂c
∂x
(2.10)
beschrieben wird.
Die Konzentrationsänderung im Volumenelement ∆V mit der Zeit ergibt (unter Berücksichtigung von
Gl. 2.9 und 2.10) folgende Gleichung:
∂c
∂t
=
1
∆V
(Fx Jxx+dx Jx+dx)
=
1
αaxdx
(αaxJx − αa(x + dx)Jx+dx) (2.11)
=
∂(Jx)
x∂x
Nun kann man Gl. 2.10 und 2.9 für J einsetzten und erhält die Lamm-Gleichung.
∂
∂
=
1
x
∂
∂x
[
x
(
D
∂c
∂x
− sω2xc
)]
(2.12)
42
KAPITEL 2. MATERIAL UNDMETHODEN 2.6. ANALYTISCHE ULTRAZENTRIFUGATION
Abbildung 2.6: Die Abbildung zeigt exemplarisch das Ergebnis eines Sedimentationsexperiments. Die ver-
schiedenen Kurven zeigen aufeinander folgende Absorbtionsmessungen in der Küvette an. Man kann hier-
bei sehr schön sehen, wie die Banden immer weiter von der Rotordrehachse wegsedimentieren. Im Idealfall
würden die Banden parallel zur Y-Achse verlaufen. Diese Form wird aber durch den Einfluss der Diffusion
verhindert. Durch die Diffusion werden die Banden verbreitert und erhalten den hier gezeigten charakteri-
stischen schiefen Verlauf.
Man kann die Lamm-Gleichung noch in folgende Form umschreiben.
∂
∂
= D
(
∂2c
∂x2
−
1
x
∂c
∂x
)
sω2
(
x
∂c
∂x
+ 2c
)
(2.13)
MitHilfe der Lamm-Gleichung kann die zeitliche Konzentrationsänderung der sedimentierendenMo-
lekülen unter Berücksichtigung das Abstandes zur Rotorachse und derWinkelgeschwindigkeit (x und
ω) beschreiben werden.
Das Ergebnis eines Sedimentationsexperiments mit dem IF-Protein Vimentin ist in Abbildung 2.6 zur
Veranschaulichung dargestellt. Die Abbildung zeigt das Ergebnis von aufeinander folgendenMessun-
gen während des Zentrifugenlaufs. Jede Kurve repräsentiert eine Absorptionsmessung in der Mes-
szelle gegen sauberen Puffer in einer Referenzzelle. Die Kurven zeigen alle einen charakteristischen
Peak bei einem Abstand von ~5.9 cm zur Rotorachse (nicht gezeigt). Dies ist der Meniskus des Lö-
sungsmittels. Durch das Ausbilden der Grenzfläche wird die Zelle in einen Bereich mit reinem Lö-
sungsmittel (innen) und dem gelösten Protein (nach außen hin) unterteilt. An der Grenzfläche ändert
sich die Absorption sprunghaft. Man erkennt eine fast senkrechte Bande. Da sich die Grenzfläche im
Verlauf der Zentrifugation immer weiter von der Rotorachse entfernt, wandern auch die Banden der
Messungen. Aus der Geschwindigkeit, mit der die Banden wandern, ergibt sich der Sedimentations-
koeffizient (nach Gl. 2.4). Mit Hilfe der Lamm-Gleichung (Gl. 2.13) kann die Form eines Sedimentati-
onsprofils vollständig beschrieben werden.
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2.6.2 Ermitteln des Sedimentationskoeffizient mit dcdt+
Die Auswertung eines AUZ Experimentes kann mit Hilfe des Programms dcdt+ (John Philo, http://-
www.jphilo.mailway.com/ sowie [73, 74] ) durchgeführt werden. Bei dem klassischen Ansatz wird
ein Sedimentationsgeschwindigkeitslauf durchgeführt und zu verschiedenen Zeiten die Konzentra-
tion der sedimentierenden Partikel als Funktion des Abstandes zur Drehachse gemessen. Man kann
in den gemessenen Kurven eine Verbreiterung in der wandernden Bande beobachten (s. auch Abb.
2.6). Diese Verbreiterung entsteht durch die Diffusion der Teilchen entlang des Konzentrationsgra-
dienten, der durch die Sedimentation hervorgerufen wird. Anstelle des Wendepunkts der Banden
ermittelt das Programm dcdt+ die Verteilung der Sedimentationskoeffizienten g(s*) über die gesamte
Zelle [85]. Dabei werden aufeinander folgende Absorbtionspektren crvoneinander subtrahiert. Ist der
zeitliche Abstand zwischen den Kurven sehr klein, so erhält man eine gute Näherung der Ableitung,
eben dc/dt, für jede radiale Position r. Mit dieser Methode gilt für jedes r unter Berücksichtigung des
Laufzeitintegrals s* folgende Beziehung:
s∗ =
1
ω2t
ln(
r
rm
) (2.14)
rm bezeichnet die Position des Meniskus zur Drehachse. rm kann immer deutlich an dem scharfen
Absorptionspeak ermittelt werden. Mit Hilfe dieser Beziehung werden die Kurven (dc/dt vs. radialer
Abstand) nach s* überführt. In dieser Darstellungsform fallen die dc/dt-Kurven aufeinander. Zusätz-
lich muss noch der radiale Verdünnungseffekt in den sektorförmingen Zellen (s. Abb. 2.5) berücksich-
tigt werden.
cp = c0(
rm
rbnd
)2 (2.15)
rbnd gibt den Wendepunkt der Sedimentationsbande in einem monodispersen System an. Dadurch
können die nun normierten Kurven übereinander gelegt und gemittelt werden. Durch dieses Vorge-
hen wird ein deutlich verbessertes Signal/Rausch-Verhältnis erreicht. g(s*) nimmt nun die folgende
Form an:
g(s∗) = (
∂c
∂t
)corr(
1
c0
)(
ω2t2
ln( rmr )
)(
r2
rm
)2 (2.16)
In einer idealen Lösung, die jeweils nur eine Spezies enthält, wird zurAnpassung an die g(s*)-Funktion
nur eine Gaußkurve benötigt. Aus der errechneten Standardabweichung kann zusätzlich der Diffusi-
onskoeffizient über die folgende Gleichung bestimmt werden [84]:
D =
σ2r2mω
2(ω2t)
2
(2.17)
Mit dem Sedimentationskoeffizient s und dem Tranlationsdiffusionskoeffizienten D kann man das
Molekulargewicht M bestimmen [20]:
M =
sRT
D(1− ν¯ρ)
(2.18)
Dabei ist R die allgemeine Gaskonstante, T die Temperatur, ν¯ das partial spezifische Volumen und ρ
ist die Dichte des Lösungsmittels.
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Tabelle 2.2: Gezeigt ist der Beladeplan inklusive Verdünnung für das Sedimentationsexperiment.
c(mg/ml) Vwt # AUZ-Zelle c(mg/ml) für AUZ* µl Vwt µl Puffer Füllvolumen [µl]
0.812 P1 0,25 123 277 400
0.812 P2 0,18 89 311 400
0.812 P3 0,12 59 341 400
Pro Messkammer wurde ein Volumen von 400 µl eingesetzt.
#, gibt die gemessene Proteinkonzentration direkt nach der Dialyse an.
*, zeigt die gewünschte Proteinkonzentration für die jeweilige Messzelle an.
Abbildung 2.7: Schema einer Doppelsektorzelle der AUZ in der Draufsicht.
2.6.3 Ablauf der AUZ-Messungen
Vor jeder Messung in der AUZmussten die Messzellen zusammengebaut und gesäubert werden. Da-
nach wurde jede einzelnen Messkammer sieben mal mit dem verwendeten Puffer (in diesem Fall 2
mM Pi pH 7.5) gespült. Nachdem die Zellen mit dem Puffer gespült worden sind, wurden je Messzel-
le 400 µl Referenzpuffer bzw. Probenlösung eingefüllt. Eine AUZ-Messzelle besteht immer aus zwei
sektorförmigen Messkammern (siehe Schema Abb. 2.7). Auf diese Weise kann die Probenlösung im-
mer direkt gegen den Referenzpuffer gemessen werde.
In Tabelle 2.2 ist der Beladeplan, sowie die eingesetzten Verdünnungsstufen für das Sedimentations-
experiment gezeigt. Der Sedimentationsgeschwindigkeitslauf wurde bei 37° C in einer Optima XLA
(Beckmann Coulter, Krefeld Deutschland, bzw. weltweit) sowie 40000 U/min durchgeführt.
2.7 Schnelle Kinetiken (Stopped-Flow)
Um schnelle chemische Reaktionen verfolgen zu können, wurde die so genannte “Stopped-Flow”-
Technik eingesetzt. Die zu untersuchende Reaktion wird in einem Gerät durch sehr schnelles Vermi-
schen der einzelnen Reaktanden gestartet und zu einer Beobachtungsküvette transportiert. In der Kü-
vette kann dann der Reaktionsverlauf spektroskopisch nachgewiesen werden. Die “Stopped-Flow”-
Technik erlaubt es chemische Reaktionen auf einer Zeitskala im Bereich von Millisekunden zu beob-
achten. Die einzelnen Schritte werden über einen Computer programmiert.
2.7.1 Technische Grundlagen des Stopped-Flow-Moduls (SFM-3)
Das in dieser Arbeit verwendete “Stopped-Flow-Modul” (SFM-3, Biologic, Claix Frankreich) verfügt
über drei Edelstahlspritzen zur Aufnahme der Reaktionsflüssigkeiten. Die drei Spritzen sind über Tef-
lonschläuche und zwei Mischkammern mit der Beobachtungsküvette verbunden. Die Spritzen wer-
den über drei voneinander unabhängige Schrittmotoren angesteuert. Mit dem Computerprogramm
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BioKine (Version 4.10, Biologic, Claix Frankreich) können die Schrittmotoren kontrolliert und ver-
schiedene Schusssequenzen programmiert werden. Die Spritzen werden jeweils von einem eigenen
Schrittmotor angetrieben, der Aufgrund der elektronischen Ansteuerung bis zu 6400 Einzelschritte
pro Umdrehung ausführen kann. Dadurch ist eine präzise Kontrolle der verwendeten Volumina mög-
lich. Zur Überwachung des Reaktionsablaufs wurde die Lichtstreuung der Probe in der Küvette bei
einemWinkel von 90° über einen Photomultiplier gemessen. Das Signal des gestreuten Lichtes ist da-
bei proportional zum Anstieg des Molekulargewichtes der beobachteten Probe. Der zeitliche Verlauf
des Signals wurde ebenfalls mit der Software BioKine gemessen und gespeichert.
Detektor
Küvette
Laser
Mixer 1 Mixer 2
PC
Spritzen-
kontroller
Abbildung 2.8: Gezeigt ist die schematische Repräsentation des SFM-3. Die drei Edelstahlspritzen können
getrennt von einander gefüllt werden (nicht gezeigt). Die Volumina die zwischen der Beobachtungsküvette
und den Spritzen zu füllen sind, betragen zwischen 150 und 300 µl. Durch die hohen Flussraten ( mehrere
ml/s) in einem Stopped-Flow Experiment können sehr schnelle Mischzeiten erreicht werden. Zur Beobach-
tung der Reaktion können verschiedene Techniken z. B. Lichtstreuung, Absorption- oder CD-Messungen
zum Einsatz kommen.
2.7.2 Testmessungen zur Eichung des Stopped-Flow Moduls
Der Test des Stopped-FlowModulswurde nach der Empfehlung desHerstellers (Biologic, Claix Frank-
reich) durchgeführt. Als Testreaktionwurde die Reduzierung von 2,6Dichlorophenolindophenol (DCIP)
durch Ascorbinsäure (AS) benutzt [96]. DCIP absorbiert stark bei 524 nm. Durch die Reduktion mit AS
wird DCIP fast komplett entfärbt (Abb. 2.9 zeigt den Reaktionsablauf). Die Reduktionsreaktion folgt
einer Reaktionskinetik zweiter Ordnung und ist sehr stark pH abhängig. Die Geschwindigkeitskon-
stante beträgt ~104.6M−1s−1 bei einem pH von 2.0 und ~102.5M−1s−1 bei einem pH von 8.0. Sofern
eine im Verhältnis zu AS deutlich kleinere Konzentration an DCIP eingesetzt wird, folgt die Reduk-
tion einer Kinetik pseudo-erster Ordnung . Die Geschwindigkeitskonstante ist in diesem Fall direkt
proportional zur Konzentration der AS.
Aufgrund der pH-Abhängigkeit ist diese Reaktion ideal um das ”Stopped-Flow” Modul zu testen.
Dies kann auf zwei Arten geschehen. Zu einen kann man die schnelle Reaktion bei eine pH von 2 mit
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verschiedenen AS-Konzentrationen durchführen. An die gemessenen Daten wird dann eine Exponen-
tialfunktion für die Reaktion angepasst. Die Schnittpunkte dieser angepassten Funktionen geben dann
die Totzeit des Gerätes an.
Weiterhin kann die pH-Abhängigkeit der Reaktion ausgenutzt werden um die Totzeit zu bestimmen.
Dazu wird die Messungen der DCIP-Reduktion einmal bei bei pH 9.0 und 2.0 durchgeführt. Mit dem
Ergebnis der Messung bei pH 2.0 wird die Geschwindigkeitskonstante und die Absorptionsänderung
während des Reaktionsverlaufes bestimmt. Da hier die Reaktion sehr schnell abläuft, wird man nicht
die komplette Absorptionsänderung erfassen können. Dies wird mit der Messung bei pH 9.0 durch-
geführt. Hier ist die Reaktion so langsam, das die Totzeit des Gerätes keine Rolle mehr spielt. Man
kann den kompletten Verlauf der Reaktion verfolgen und die Absorptionsänderung bestimmen. Mit
Hilfe der Gleichung 2.19 kann dann die Totzeit des Gerätes mit Hilfe der Ergebnisse der Reaktionen
bei pH 2 und 9 bestimmt werden. Diese Vorgehen wurde im Detail in [96] beschrieben.
Totzeit =
1
k1
∗ ln ∗ (A0/A1) (2.19)
Hierbei ist k1 die Geschwindigkeitskonstante aus der Reaktion bei pH 2.0. A0 und A1 ist die Änderung
der Absorption bei pH 9 und pH 2.
Überprüfung der Wasch- und Stoppqualität des SFM-3
Umden Einfluss von unterschiedlichenWaschvolumina sowie, die Anwesenheit von Artefaktenwäh-
rend des Stoppvorganges zu überprüfen wurden, folgende Messungen durchgeführt. Als Testreakti-
on wurde die Reduktion von DCIP mit AS in der langsamen Variante bei pH 9.0 gewählt. In diesem
Versuch kamen nur die Spritzen eins (10 mM AS, pH 9,0) und drei (100 µM DCIP) des SFM-3 zum
Einsatz. Die Datenaufnahme wurde jeweils 100 ms vor Beginn des eigentlichen Schusses gestartet.
Gemessen wurde die Absorptionsänderung von DCIP bei 524 nm. Das Mischungsverhältnis betrug
1:1, also gleiche Volumina aus beiden Spritzen pro Schuss. Für diesen Versuch wurde eine Küvet-
te mit 5 mm Schichtdicke und 15 µl Volumen benutzt. Die Schussparameter der Messungen sind in
Tabelle 2.3 aufgeführt.
Tabelle 2.3: Schuss-Sequenzen für den Test des Stoppventils und des Waschens
Schußnr. Schussdauer [ms] Volumen pro Spritze [µl] Flussrate [ml/s]
1 25 75 6.0
2 50 150 6.0
3 100 300 6.0
Testmessung zum Einsatz von Verdünnungsreihen im SFM-3
Durch die hohe Präzision der Schrittmotoren an den einzelnen Spritzen können auf einfache Wei-
se Experimente mit verschiedenen Verdünnungen hintereinander durchgeführt werden. Diese Ver-
dünnungsreihen erfordern daher kein Austauschen der Spritzeninhalte. Auch diese Eigenschaft des
SFM-3 kann mit der Reduktion von DCIP mit AS überprüft werden. Dazu wurden die Spritzen fol-
gendermaßen gefüllt:
Spritze 1: Ascorbinsäure (AS) 20 mM, pH 9
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Spritze 2: Puffer (H20 pH 9)
Spritze 3: DCIP 100 µM
Die Tabelle 2.4 gibt die Parameter der eingesetzten Verdünnungsreihe an. Das Volumen wurde kon-
stant gehalten. Das bedeutet über Spritze 3 wurde immer die gleiche Menge an DCIP eingespritzt.
Spritze 1 und 2 wurden für die Verdünnungsreihe genutzt. Hier war das Endvolumen aus Spritze 1
und 2 genauso groß wie das aus Spritze 3. Erneut wurde die Absorption von DCIP bei 524 nm.
Tabelle 2.4: Schuss-Sequenzen für den Test der Verdünnnungsreihe.
Verdünnungsstufe Menge AS [µl] Menge Puffer [µl] Menge DCIP [µl] Flussrate [ml/s]
1/2 100 100 200 6
1/4 50 150 200 4
1/6 33.3 166.6 200 4
1/12 16.6 183.3 200 4
1/24 8.3 191.7 200 4
2.8 Lichtstreuung
Eine wichtige Methode zur Charaketrisierung von Molekülen in Lösung ist die Lichtstreuung. Die
theoretischen Grundlagen dieser Technik wurden erstmals von Lord Rayleigh Ende des 19. Jhd. an
Gasen dargestellt. Smoluchowski und Einstein erweiterten diese Theorie, 1908 bzw. 1910, auf Flüssig-
keiten. BeideWissenschaftler erklärten, dass die beobachteten Änderungen im gestreuten Licht durch
Änderungen in der Flüssigkeit hervorgerufen werden. Diese Änderungen werden durch thermische
Bewegungen in der beobachteten Flüssigkeit verursacht.
Die Fluktuationen des gestreuten Lichtes durch die Lösung werden mit zwei unterschiedlichen Me-
thoden gemessen. Die als statische Lichtstreuung bezeichnete Methode misst die Intensität des ge-
streuten Lichtes als eine Funktion des Streuwinkels und der Konzentration der zu beobachtendenMo-
leküle in der Lösung. Mit dieser Methode ist die Bestimmung des mittleren Molekulargewichts und
des Gyrationsradius möglich. Weiterhin können Formfaktoren der gemessenen Moleküle bestimmt
werden.
Mit der zweiten Methode, die als dynamische Lichtstreuung (DLS) bezeichnet wird, misst man die In-
tensität und die Polarisation des gestreuten Lichtes. Mit diesen Informationen können Aussagen über
die Größe, Form und Interaktionen mit anderen Molekülen in Lösung getroffen werden. Weiterhin
kann man mit dieser Methode den Diffusionskoeffizienten der gemessenen Moleküle bestimmen. Die
Photonenkorrelationsspektroskopie ist eine verbreitete Methode um DLS-Daten zu analysieren.
Statische- und Dynamische Lichtstreuung liefern sich ergänzende Informationen. Aus diesem Grund
werden Sie oft gemeinsam bzw. gleichzeitig eingesetzt um Polymere in Lösung zu charakterisieren.
Im allgemeinen bieten die verschiedenen Varianten der Lichtstreuung eine Möglichkeit Informatio-
nen über Moleküle bzw. Proteine zu erhalten, ohne diese direkt beeinflussen zumüssen. Die Methode
der Lichtstreuung wurde in dieser Arbeit nur in Verbindung mit den Messungen im ”Stopped-Flow”-
Gerät eingesetzt. Im Folgenden wird daher nur kurz auf die Theorie der Lichtstreuung eingegangen
und dann erklärt, wie sich dies auf die Praxis auswirkt.
48
KAPITEL 2. MATERIAL UNDMETHODEN 2.8. LICHTSTREUUNG
Abbildung 2.9: Darstellung der Reduzierung von 2,6 Dichlorophenolindophenol (DCIP) durch Ascorbin-
säure (AS). A. Reduzierte AS links, oxidiertes DCIP ist rechts dargestellt. Durch das Vorhandensein von
nicht konjugierten Doppelbindungen im Ring hat das oxidierte DCIP eine blaue Farbe. B. & C. Reduktion
von DCIP. D. Die AS ist oxidiert. Im DCIP sind in beiden Ringen die Ladungen delokalisiert. Die konjugier-
ten Doppelbindungen absorbieren im UV-Bereich. Die Lösung wird farblos (auch Leuko-DCIP; leukos, gr.
farblos)
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2.8.1 Lichtstreuung in der Theorie...
Betrachtet man ein einzelnes Molekül, das von einem Lichtstrahl angestrahlt wird, so induziert das
Licht in dem Molekül ein Dipolmoment (s. Abb. 2.10). Dieses Dipolmoment wird dann mit der Fre-
quenz der einfallenden Lichtwelle oszillieren und dabeiwieder Strahlung aussenden. DieWellenlänge
der ausgesendeten Strahlung entspricht dabei der der einfallenden Welle. Für die folgende Betrach-
tung wird angenommen, dass die Dimension des angestrahlten Moleküls klein ist im Verhältnis zur
Wellenlänge des einfallenden Lichtes ist. Die einfallende Lichtwelle kannmit der folgenden Gleichung
beschrieben werden:
~Ein(x, t) = E0~ez sin(ω0t−
2pix
λ
) (2.20)
ω0 = 2pic/λ (2.21)
Dabei wird angenommen, dass das Licht in x-Richtung monochromatisch, sowie in z-Richtung pola-
risiert ist. Dies wird z.B. durch den Einsatz einer Laserquelle gewährleistet. λ ist hier die Wellenlänge
des einfallenden Lichtes und c ist die Lichtgeschwindigkeit. Dass überhaupt Licht gestreut wird rührt
von dem oszillierenden Dipolmoment her. Die lineare Polarisierbarkeit eines Teilchen kann dabei wie
folgt beschrieben werden:
−→µ (x, t) = α~Ein(x, t) (2.22)
Hierbei ist die Amplitude der gestreutenWelle proportional zur zweiten Ableitung des Dipolmomen-
tes nach der Zeit:
−→
Es (x, t) =
1
c2
∂2
∂t2
−→µ (x, t) (2.23)
Abbildung 2.10: (Abbildung nach [98])
Wird der Abstand vom betrachteten Molekül größer, so fällt die Amplitude des Streufeldes mit 1r ab.
Sie ist zudem proportional zum Sinus des Winkels φ zwischen der Dipolachse und der Ausbreitungs-
richtung des gestreuten Lichtes. Daraus folgt, dass die Amplitude in der Richtung des Dipolmomentes
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(hier z-Richtung) 0 wird. Senkrecht zur Dipolachse wird sie maximal. Die gestreute Welle wir mit der
folgenden Gleichung beschrieben:
~Es =
4pi2αE0~ezsinφ
rλ2
sin(ω0t−
2pix
λ
) (2.24)
Die Intensität des Streulichts lässt sich wie folgt berechnen. Sie ergibt sich aus dem Quadrat der Am-
plitude des E-Feld-Vektors der Lichtwelle:
Is =
16pi4
λ4
α2 I0
sin2(φ)
r2
(2.25)
Diese Gleichung ist auch als Rayleigh-Streuformel bekannt. Betrachtet man den Zusammenhang zwi-
schen der Polarisierbarkeit α eines einzelnen Teilchens und dem Brechungsindex einer größeren An-
zahl unabhängiger Streuzentren innerhalb eines idealen Gases, so gilt zusätzlich die Clasius-Mossotti-
Beziehung:
α =
n2 − 1
4piN
(2.26)
N beschreibt hier die Anzahl der Teilchen pro Volumeneinheit. Der Brechungsindex des Gases wir
durch n ausgedrückt. Betrachtet man danach die Situation für Moleküle in einer Flüssigkeit, so ergibt
sich:
α =
n2 − n20
4piN
(2.27)
Hierbei ist n0 der Brechungsindex des reinen Lösungsmittels und n beschreibt den Brechungsindex
der Lösung. Für stark verdünnte Lösungen kann man daher annehmen das n ≈ n0 ist. Kleine Unter-
schiede im Brechungsindex werden durch das Brechungsindexincrement beschrieben:
∆n = c
∂n
∂c
(2.28)
Um jetzt die Polarisierbarkeit eines Teilchens in der Lösung zu erhalten beachtet man den Zusammen-
hang zwischen demMolekulargewicht sowie der Anzahl der Teilchen:
N =
c ∗ NA
M
(2.29)
und erhält somit:
α =
c
2piN
n0
∂n
∂c
=
M
2piNA
n0
∂n
∂c
(2.30)
Zusammen mit der Gleichung 2.25 kann man jetzt die Intensität des Streulichts für ein Teilchen in
verdünnter Lösung angeben.
Is = I0
4pi2
λ4
M2
N2A
n20
(
∂n
∂c
)2 sin2 φ
r2
(2.31)
Multipliziert man die obige Gleichung mit der Anzahl der Teilchen im Streuvolumen (Gl. 2.29), so
kann man die Streulichtintesität pro Volumeneinheit der Lösung angeben. Für eine Volumeneinheit
gilt somit:
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Is =
I04pi2
λ4
c
M
NA
n20
(
∂n
∂c
)2 sin2φ
r2
(2.32)
Nach Gleichung 2.32 ist die Intensität des gestreuten Lichts pro Volumeneinheit proportional zum
Molekulargewicht der Teilchen in der Lösung. Bei bekannter Teilchenkonzentration kann man somit
unter anderem dasMolekulargewicht bestimmen. Übersteigt die Abmessung der Moleküle allerdings
~ λ10 des einfallenden Lichtes, somüssen Interferenzeffekte berücksichtigt werden. Diese werden durch
räumlich voneinander getrennten Elektronen desselben Moleküls ausgelöst. Diese Effekte kann man
durch Definition von Formfaktoren berücksichtigen. Diese Formfaktoren beschreiben das Verhältnis
der Streuintensität des ausgedehnten Moleküls zu derjenigen, eines im Verhältnis zur Lichtwellenlän-
ge kleinen Moleküls derselben Masse.
2.8.2 ...und Praxis
In der Praxis wurde nur der Fall des gestreuten Lichtes bei 90° betrachtet, da im ”Stopped-Flow”
nur dieser Winkel verfügbar war. Damit aus diesen Messungen sinnvolle Daten extrahiert werden
konnten muss die folgende Annahme gelten.
ITetramer = I0
4pi2n20
(
dn
dc
)2
r2λ4N2A
(
sin2 φ
)
cM (2.33)
ITetramer ∝ cM wenn gilt [c] =
g
l
(2.34)
In∗Tetramer
ITetramer
=
Mn∗Tetramer
MTetramer
= n (2.35)
Die Gleichungen 2.33 bis 2.35 sagen aus, dass die gestreute Lichtintensität proportional zum Mole-
kulargewicht des gemessenen Moleküls ist. Für die Messungen im ”Stopped-Flow”-Gerät, mit denen
das Wachstum der Filamente gemessenen werden soll, bedeutet das folgendes:
1. Während der Messung wird die gemessene Lichtintensität ansteigen.
2. Aus dieser Messkurve kann dann die Geschwindigkeitskonstante für das laterale Wachstum
vom Tetramer zum ULF durch Anpassen eines Modells errechnet werden.
Um die Geschwindigkeitskonstante für die Bildung der ULFs anzupassen wird eine Gleichung in der
Form:
Iges = ITetramer + 2 ∗ IOktamer + 4 ∗ IHexadecamer + 8 ∗ IULF (2.36)
in Kombination mit den im Ergebnisteil vorgestellten Modellen verwendet werden.
2.8.3 Wachstumsmessung über schnelle Kinetiken
Für die Experimente im SFM-3 wurden Pi- und 2-fach Assemblypuffer (siehe 2.1.1) vorbereitet und
mit 0.22 µm Nalgene Filtern steril filtriert. Vor dem Versuch wurde das SFM-3 mittels Thermostat
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(Julabo) auf 37° C temperiert. Während dieser Zeit, aber mindestens zwei Stunden vorher, wurden
die Puffer sowie das auf 0.4 oder 0.8 mg/ml verdünnte Vimentin entgast. Dazu wurden die Puffer-
und Proteinlösungen in einen Exikator mit angeschlossener Vakuumpumpe gebracht. Durch dieses
Vorgehen wurde das gelöste Gas in den Lösungen minimiert. Dies war nötig um Kavitationseffekte
während der ”Stopped-Flow”-Versuche zu unterbinden. Kavitation ist der Effekt, dass sich bei hohen
Fließgeschwindingkeiten der Druck in der Flüssigkeit verringert (siehe Gesetz von Bernoulli ). Da
beim ”Stopped-Flow”-Experiment teilweise sehr hohe Flußgeschwindigkeiten in den dünnen Zulei-
tungen erreicht werden kann die Geschwindigkeit so hoch werden, dass der statische Druck unter den
Verdampfungsdruck der Flüssigkeit fällt. Als Folge bilden sich Dampf- oder Gasblasen. Diese Blasen
stören die Messung mittels Laserlichtstreuung erheblich.
Nach dem Entgasen wurden die Lösungen vorsichtig in 60 ml Spritzen überführt und an die Luer-
Lock Verbindungen der Edelstahlspritzen des SFM-3 angeschlossen. Die Vimentinlösung wurde in
Spritze eins, der Pi-Puffer in Spritze zwei und der 2-fach Assemblypuffer in Spritze drei eingefüllt.
Um die Luftblasen in der Spritze zu eliminieren wurde nach dem Einfüllen ein Teil der Flüssigkeit
wieder in die Füllsprizte gedrückt und danachwieder eingezogen. Danach wurden aus den einzelnen
Spritzen ein Teil der Flüssigkeit durch die Zuleitungen bis zur Beobachtungsküvette gedrückt. Auf
diese Weise wurde die Luft aus den Zuleitungen und denMixern entfernt. Nachdem alle Zuleitungen
gefüllt wordenwaren, war das SFM-3 einsatzbereit. Vor Beginn derMessungen wurde allerdings noch
einmal 30 Minuten gewartet, damit die Puffer die Temperatur des SFM-3 annehmen konnten.
Im SFM-3 wurden die Messungen nach folgenden Schema durchgeführt:
im ersten Schritt wurde die Küvette mit Pi-Puffer gespült. Dann folgte das Vermischen der Reakti-
onslösungen. Vimentin wurde mit dem Pi-Puffer auf die gewünschte Konzentration verdünnt und
dann mit der gleichen Menge 2-fach Assemblypuffer versetzt, so dass die KCl-Konzentration in der
Küvette schlussendlich 100 mM KCl betrug. Nach dem Ablauf dieser Sequenz wurden die Spritzen-
motoren gestoppt und gleichzeitig das Flußventil geschlossen sowie die Messung gestartet. Dieser
Ablauf erfolgte automatisch nach einem vorgegeben Programm. Die Schusssequenz ist in Tabelle 2.5
dargestellt. Die eingesetzten Volumina für die Messreihe werden in Tabelle 2.6 dargestellt.
Tabelle 2.5: Schuss-Sequenz für die Messung von Vimentin
Zeit [ms] 10 400 1000 - 5000§ 200 Inhalt der Spritzen
Spritze 1 V1* Vimentin 0.4 bzw. 0.8 mg/ml
Spritze 2 400 µl V2 Pi-Puffer 2 mM Phosphat pH 7.5
Spritze 3 V3 ”2x Assembly-Puffer” (Pi-Puffer + 200 mM KCl)
Synchro 1# on
*: bezeichnet die Volumina der eingesetzten Reaktionlösungen (s. Tab. 2.6)
#: bezeichnet den Auslöser für die Datenaufnahme
§: Pause zwischen demWaschen und dem Einspritzen der Reaktionlösungen
2.9 Reaktionskinetik
In dieser Arbeit wird die Reaktion des Proteins Vimentin zu langen IF untersucht. An dieser Stelle
wird daher eine kurze Übersicht über die Grundlagen chemischer Reaktionskinetiken gegeben die
später zum Einsatz kommen werden.
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Tabelle 2.6: Vimentin-Verdünnungsreihe für das ”Stopped-Flow”.
Endkonz. Vimetin [mg/ml] V1: Vwt# 0.4 mg/ml [µl] V2: Pi-Puffer§ [µl] V3: 2xAP∗ [µl]
0.20 100 - 100
0.16 80 20 100
0.12 60 40 100
0.10 50 50 100
Endkonz. Vimetin [mg/ml] V1: Vwt# 0.8 mg/ml [µl] V2: Pi-Puffer§ [µl] V3: 2xAP∗ [µl]
0.4 100 - 100
0.3 75 25 100
0.2 50 50 100
0.1 25 75 100
#: Vimentin wild typ (Vwt) mit 0.4 bzw. 0.8 mg/ml
§: Pi-Puffer, 2 mM Phosphatpuffer pH 7.5
*: ”2x Assembly-Puffer” (Pi-Puffer + 200 mM KCl)
2.9.1 Der grundlegende Verlauf einer chemischen Reaktion
Betrachtet man eine grundlegende Reaktion, bei der ein Ausgangsstoff bzw. Reaktand (A) zu einem
Produkt (P) umgewandelt wird, so kann diese im Detail aus einer ganzen Reihe von elementaren
Reaktionen bestehen. Diese Reaktionen sind durch das Auftreten von Zwischenstufen gekennzeichnet
(ZS).
A→ P (2.37)
A→ ZS1 → ZS2 → P (2.38)
Durch die Beschreibung der elementaren Reaktionen, welche die gesamte Reaktion zu P ausmachen,
erhält man die mechanistische Beschreibung einer Reaktion. Eine wesentliches Merkmal von chemi-
schen Reaktionen ist die Geschwindigkeit mit der diese abläuft. Bei konstanter Temperatur ist die
Geschwindigkeit einer solchen Elementarreaktion nur von der Konzentration der Ausgangsstoffe ab-
hängig. In der Reaktionsgleichung:
aA+ bB+ ...+ zZ → P (2.39)
ist die Geschwindigkeit, mit der das Produkt (P) gebildet wird, proportional zu der Kollisionsrate mir
der die Reaktanden (A,B,...,Z) aufeinander treffen. Daher gilt:
Reaktionsgeschwindigkeit = k[A]a[B]b...[Z]z (2.40)
k wird dabei die Reaktionsgeschwindigkeit genannt. Eine weitere Eigenschaft ist die Reaktionsord-
nung, die durch die Summe der Exponenten der Reaktanden (a+b+...+z) definiert wird. Im Fall einer
Elementarreaktion ist die Reaktionsordung durch die Anzahl der Moleküle bestimmt, die zusammen-
treffen müssen, damit die Reaktion stattfindet. Die oben beschriebene Reaktion A→P ist daher ein
Beispiel für eine Reaktion 1. Ordnung. Reaktionen nach dem Schema 2A→P oder A+B→P wären Bei-
spiele für eine bimolekulare Reaktion 2. Ordnung. Reaktionen 1. und 2. Ordnung kommen häufig
vor. Die meisten chemischen Abläufe lassen sich mit ihnen beschreiben. Reaktionen 3. Ordnung sind
54
KAPITEL 2. MATERIAL UNDMETHODEN 2.9. REAKTIONSKINETIK
Abbildung 2.11: Die Abbildung zeigt beispielhaft den Verlauf einer Reaktion 1. und 2. Ordnung.
extrem selten, höhere Reaktionsordnungen sind nicht bekannt, was sehr leicht nachzuvollziehen ist.
Das gleichzeitige Zusammentreffen von drei Molekülen ist ein Vorgang, der selten vorkommt, das
gleichzeitige Zusammentreffen von vier oder mehr Molekülen kommt praktisch nie vor.
2.9.2 Reaktionsordnung
Die Ordnung einer Reaktion kann experimentell ermittelt werden. Dazu verfolgt man die Änderung
der Konzentration eines Stoffes der an der Reaktion teilnimmt. Bei der in Abschnitt 2.9.1 beschriebe-
nen Reaktion würde man entweder die Änderung der Konzentration von [A] oder [P] experimentell
verfolgen.
v = −
d[A]
dt
=
d[P]
dt
(2.41)
Die Geschwindigkeit der Reaktion (ν) kann durch die vorhergehende Gleichung allgemein beschrie-
ben werden. Die Reaktionsgeschwindigkeit einer Reaktion erster Ordnung ist gegeben durch:
ν = −
d[A]
dt
= k[A] (2.42)
Für eine Reaktion zweiter Ordnung gilt dann:
ν = −
d[A]
dt
= k[A]2 (2.43)
Die obige Gleichung würde den Fall beschreiben bei dem zwei gleiche Reaktanden zusammentref-
fen müssen, damit die Reaktion abläuft (2A → P). Für eine Reaktion zweiter Ordnung, bei der zwei
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unterschiedliche Reaktanden aufeinander treffenmüssen (A+ B→ P), wird die Gleichung folgender-
maßen abgeändert:
ν = −
d[A]
dt
= −
d[B]
dt
= k[A][B] (2.44)
Ein einfacher Dimensionsvergleich zeigt, dass die Geschwindigkeitskonstante k für eine Reaktion 1.
Ordnung (Gleichung 2.42) die Einheit s−1hat. Für eine Reaktion 2. Ordnung ist es die Einheit M−1s−1.
2.9.3 Sonderfall - die Wachstumsreaktion (Polymerisation)
Im Folgenden soll kurz der Fall einer Wachstumsreaktion des Typs:
A+ A→ X (2.45)
dargestellt werden. Bei der Reaktion zweier gleicher Reaktanden kann dabei eine chemische Transfor-
mation stattfinden, muss aber nicht. Diese Reaktion wird in dieser Arbeit verwendet werden, um das
Wachstum der IFs aus den Vorstufen zu beschreiben. Die Geschwindigkeitsgleichung für die Konzen-
trationsänderung von [A] über die Zeit ist dann:
d[A]
dt
= −2k[A]2t = −2k {[A]0 − [X]t}
2 (2.46)
Die Geschwindigkeitskonstante wird bei dieser Reaktion per Konvention mit ”2k” angegeben, da pro
Reaktion immer zwei Moleküle von A pro Kollision reagieren. Trägt man 1/[A](t) gegen die Zeit auf,
so kannman k aus der Steigung der Geraden ermitteln. Sindmehr als zweiMonomere an der Reaktion
beteiligt müssen statistische Effekte und der mögliche Reaktionsablauf beachtet werden. Die Bildung
von Polymere durch Reaktionen dritter oder höherer Ordnung ist allerdings sehr unwahrscheinlich.
Sequentielle Reaktion mit dem prinzipiellen Ablauf:
Monomer→ Dimer→ Tetramer, (oder Trimer) (2.47)
sind am häufigsten bei Polymerisierungsreaktionen anzutreffen. Sofern die Dimerisierung reversibel
ist gilt:
d[A]
dt
= −2k12[A]
2
t + 2k21[X]t (2.48)
Die Reaktionsgleichung kann so geschrieben werden, dass sich alle Konzentrationsangaben auf die
entsprechenden Monomere bzw. Dimere beziehen. Dementsprechend ergeben sich verschiedene Ver-
sionen der obigen Gleichung, jeweils für die verschiedenen Reaktionsschritte. Der hier beschriebene
Ansatz zur Beschreibung einer sequentiell ablaufenden Polymerisierungsreaktion soll später genutzt
werden um den Verlauf des IF-Wachstums zu erklären.
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2.10 Auswertung
2.10.1 Bestimmung der Filamentlängen
Umdie Filamentlängen zu erfassenwurden die Bilder vomAFMund EMmit der Software ImageJ [58]
geöffnet und die Filamentlängen abgemessen. Die Bilder aus dem EM mussten für die Bearbeitung
mit ImageJ zuerst eingescannt werden (Epson Perfection 3170 Photo, mit 800 dpi). Die digitalisierten
Bilder wurden in ImageJ geöffnet und skaliert. Danach wurde die Konturlängen einzelner Filamente
per Hand abgemessen. Daraus ergab sich dann eine Längenverteilung der Filamente für jeden gemes-
senen Zeitpunkt. Für die spätere Anpassung der kinetischen Modelle wurde für jeden gemessenen
Zeitpunkt die mittlere Filamentlänge bestimmt.
2.10.2 Berechnung und Kurvenanpassung der Modelle
Die Berechnung der kinetischen Modelle für das Filamentwachstum wurden mit Hilfe der Software
BerkeleyMadonna Version 8.0 durchgeführt (http://www.berkeleymadonna.com, entwickelt von Ro-
bert Macey und George Oster an der University of California at Berkeley). Diese Software ist speziell
angepasst um Differentialgleichungen numerisch mit hoher Geschwindigkeit zu lösen. Mit Berkeley
Madonna war es zusätzlich möglich die theoretischen Ergebnisse mathematisch an die Messdaten an-
zupassen und so die Geschwindigkeitskonstanten zu berechnen. Die Anpassung in Berkeley Madon-
na nutzt eine nichtlineare Regression. Dabei werden die Summen der quadrierten Residuen zwischen
dem Ergebnis des Modells und den experimentellen Daten minimiert. Die Modelle wurden in die
Skriptsprache des Programms übertragen und sind im Anhang (s. 5.1.1, 5.1.2 und 5.1.3) zu finden.
2.10.3 Statistische Methoden
In dieser Arbeit wurde der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test verwendet. Dieser Test macht keinerlei
Annahmen über die zu Grunde liegende Verteilung der Messergebnisse und wird daher auch als
nicht-parametrisch bezeichnet. Deshalb ist er für die statistische Überprüfung der Messungen in die-
ser Arbeit gut geeignet. Der t-Test nimmt z. B. eine gaussförmige Verteilung der Messergebnisse an
und kann daher hier nicht verwendet werden. Für den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test wurde eben-
falls gezeigt, dass er auch bei Stichproben mit kleinerem Umfang brauchbare Aussagen erzielt. In
dieser Arbeit wurde der in MatLab implementierte Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test benutzt. Getestet
wurde, ob derMedian verschiedenerMessungen gleich ist oder nicht. Dazuwerden zweiWerte ermit-
telt, p und h. Weicht die Differenz der Mediane der zu vergleichenden Stichproben nicht signifikant
von Null ab, so nimmt h denWert Null an. Besteht ein signifikanter Unterschied zwischen denMedia-
nen der Stichproben wird h den Wert eins annehmen. Der zweite Wert, p, ist die Wahrscheinlichkeit
mit der die Null-Hypothese zutrifft oder nicht. p wird aus den Rangwerten für die Differenz aus den
korrespondierenden Elementen der getesteten Proben ermittelt. Erhält man ein p nahe Null so darf
die Gleichheit der betrachteten Proben angezweifelt werden.
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Kapitel 3
Ergebnisse
Bedeutsame Bilder liefern Einsichten jenseits der Sprache
3.1 Beobachtung des Vimentinwachstum mit EM & SFM
3.1.1 Überprüfung der Vimentinlösung nach der Dialyse mittels AUZ
AUZwurde eingesetzt um zu prüfen, ob das Vimentin nach der Dialyse in dem Pi-Puffer als Tetramer
vorliegt, oder ob zusätzlich noch größereAggregate in der Lösung vorhanden sind. Im Sedimentations-
geschwindigkeitslauf wurde frisch dialysiertes Vimentin in verschiedenen Konzentrationen unter-
sucht. Abbildung 3.1 zeigt die Ergebnisse des Sedimentationsgeschwindigkeitslaufs. Die Auswertung
erfolgte nach der dc/dt (time-derivative) Methode und dem Programm dcdt+ von John Philo (siehe
Kapitel 2.6). Mit Hilfe der AUZ konnten in der verwendeten Proteinlösung nach der Aufreinigung
und der Dialyse hauptsächlich zwei verschiedene Vimentin-Spezies nachgewiesen werden (s. Abb.
3.1 A & B). Die zweite Spezies verschwand bei niedriger Konzentration (s. Abb. 3.1 C). Die Auswer-
tung mit dcdt+ ergab einen Sedimentationskoeffizient von ~5.8 S für die vorherrschende 1. Spezies
(s. Abb. 3.1 A-C) sowie ein Molekulargewicht von ~220 kDa. Diese Werte sind typisch für Vimentin-
Tetramere und wurden schon früher von Mücke et al. beschrieben [56]. Bei der zweiten gefundenen
Spezies handelt es sich mit großer Wahrscheinlichkeit um Vimentin-Tetramere, deren ”Head” oder
”Tail” sich nach der Dialyse falsch zurück gefaltet haben. Schon kleine Änderungen in der Tertiär-
struktur, die z. B. die longitudinale Ausdehnung beeinflussen, haben einen deutlichen Effekt auf die
Sedimentationsgeschwindigkeit. Die Konzentration dieser zweiten Spezies betrugt maximal 10 % der
gemessenen Tetramerkonzentration (s. Tabelle 3.1). Für die nachfolgenden Messungen zur Wachs-
tumskinetik kann ein Anteil von maximal 10% falsch gefaltetem Protein durchaus in Kauf genommen
werden. Im Rasterkraft- und Elektronenmikroskop können die Tetramere mit den hier verwendeten
Techniken nicht bzw. nur sehr schwer aufgelöst werden.
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Abbildung 3.1: Die Abbildung zeigt das Ergebnis des Sedimentationsgeschwindigkeitslaufes mit Vimentin
in 2 mM Phosphatpuffer bei drei verschiedenen Konzentrationen. A zeigt das Ergebnis des Sedimentations-
geschwindigkeitslaufes mit 0.25 mg/ml Vimentin. B stellt das Ergebnis des Laufes für 0.18 mg/ml dar,
C zeigt den Lauf bei 0.12 mg/ml. Bei höheren Konzentrationen kann man deutlich eine zweite Spezies
feststellen, derenAnteil an der gesamt Proteinkonzentrationmaximal 10% beträgt. Die 1. Spezies ist deutlich
als Tetramer mit ~5.8 S zu identifizieren [56].
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Tabelle 3.1: Ergebnisse der AUZ-Messung nach der Auswertung mit der dcdt+-Methode
A, 0.25 mg/ml B, 0.18 mg/ml C, 0.12 mg/ml
Parameter Spezies 1 Spezies 2 Spezies 1 Spezies 2 Spezies 1
C [OD] 1.11 0.11 0.944 0.065 0.512
s [S] 5.684 7.488 5.685 7.107 5.816
M [kDa] 220.64 858.16 225.36 1904.76 207.11
A-C beziehen sich auf die Abbildung 3.1 A-C.
C, gemessene optische Dichte der jeweiligen Spezies
s, errechneter Sedimentationskoeffizient
M, apparentes Molekulargewicht in kDa, ermittelt aus dem mittleren s-Wert
und der Bandenverbreiterung unter Annahme einer homogenen Spezies
3.1.2 EM & SFM von Vimentin-IFs
Nachdem gezeigt werden konnte, dass Vimentin nach der Dialyse im Pi-Puffer hauptsächlich als Te-
tramer vorliegt, konnte mit dem nächsten Schritt, der Aufklärung der Wachstumskinetik, begonnen
werden. Für die Messung des Längenwachstums sollten Bilderserien mit dem EM und dem SFM
aufgenommen werden. Die Bilder zeigen dann die Längenverteilung der Filamente nach Ablauf ei-
ner definierten Wachstumszeit an. Die Längenverteilung wurde durch Ausmessen der Konturlängen
einzelner Filamente auf den Bildern ermittelt. Pro Zeitschritt wurden so zwischen 200 und 600 ein-
zelne Filamente abgemessen. Aus den Längenverteilungen wurde das mittlere Längenwachstum der
Filamente über die Zeit bestimmt. Da für die beiden Methoden die Probenvorbereitung sowie die
verwendeten Oberflächen unterschiedlich waren, musste zuerst geklärt werden, ob es einen signifi-
kanten Unterschied bei der Messung der mittleren Filamentlängen gibt oder ob die Ergebnisse beider
Methoden miteinander verglichen werden können. Für das EM mussten die Filament mit Glutaralde-
hyd fixiert und mit Uranylacetat kontrastiert werden. Die Messungen mit dem SFM erfolgten direkt
im verwendeten Pi-Puffer. Eine Fixierung oder Färbung war daher nicht nötig. Weiterhin wurden ver-
schieden Oberflächen verwendet. Für das EM wurden Kohlefilme auf Kupfernetzen benutzt. Im SFM
wurden Glimmer und Glas verwendet.
3.1.3 Liefern EM und SFM vergleichbare Daten?
Um die Messergebnisse von den Bildern direkt vergleichen zu können wurde die Inkubationszeit der
Filamente konstant bei 15 Minuten gehalten und danach für EM und SFM vorbereitet. Da die Vimen-
tinfilamente an die verwendeten Oberflächen adsorbieren mussten, wurde in diesem Versuch gleich-
zeitig geprüft, ob die Adsorptionszeit einen Einfluss auf das Messergebnis hat. Durch Variation der
Adsorptionszeit der Filamente an die Oberfläche (30 s., 1, 2, 3, 4 und 5 Minuten) und anschließendes
Abspülen der überschüssigen Filamente konnte geprüft werden, ob es einen Unterschied zwischen
den verwendeten Oberflächen (Kohlefilm, Glimmer, Glas) gibt und ob eventuell die Adsorptionzeit
einen Einfluss auf das Ergebnis der gemessenen Längenverteilung hat.
Für das EMwurde das Filamentwachstum durch Zugabe von Glutaraldehyd gestoppt. Danachwurde
ein Aliquot auf den vorbereiteten Kohlefilm (s. Material und Methoden 2.5.3) aufgetragen. Nach der
definierten Adsorptionszeit (s. o.) wurde die überschüssige Lösung mit einem Whatmanpapier von
der Unterseite des Grid her abgezogen. Die Filamente auf dem Kohlefilm wurden dann sofort mittels
Uranylacetat negativ kontrastiert.
Für das SFM wurde das Filamentwachstum durch schnelles Verdünnen (1:80) stark verzögert. 30 µl
der Verdünnung wurden anschließend auf die Glimmeroberfläche aufgetragen. Die Filamente zeigten
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kein weiteres Wachstum mehr sobald sie an die Oberfläche adsorbieren. Wie oben beschrieben wur-
den auch hier Adsorptionszeiten zwischen 30 Sekunden und 5 Minuten gewählt. Danach wurde mit
200 µl Puffer (2 mM Phosphat, 100 mM KCl, pH 7.5) gespült, die Flüssigkeitszelle des SFM aufgesetzt
und mit dem Scannen begonnen.
Die gemessene mittlere Filamentlänge (MFL) für Vimentinfilamente nach 15 Minuten Wachstum bei
37° C scheint auf Kohlefilmen im EM bzw. auf Glimmer im SFM reproduzierbar zu sein (siehe Abb.
3.2 A & B). Auf diesen Oberflächen sind die Messergebnisse für die einzelnen Adsorptionszeiten na-
he um den gesamtem Mittelwert einer Messreihe verteilt (durchgezogene graue Linie). Im Gegensatz
dazu liefern die Messungen auf der Glasoberfläche Ergebnisse, die stärker vom Gesamtmittelwert ab-
weichen.
Zusätzlich wurden die Ergebnisse der einzelnenMessungenmit Hilfe desWilcoxon-Vorzeichen-Rang-
summentests überprüft. Dabei wurde getestet, ob die Verteilung, welche den Messwerten zu Grunde
liegt gleich ist, oder nicht.
Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rangsummentest bestätigte, dass es keinen signifikanten Unterschied zwi-
schen den Messergebnissen auf Kohlefilm im EM (siehe Abb. 3.2 A) und den Messergebnissen auf
Glimmer im SFM gibt (siehe Abb. 3.2 B). Das Ergebnis des Tests war p = 1 und h = 0 bei einem
Signifikanzniveau alpha = 0.05 (mit dem MatLab-Paket, siehe 2.10.3). Im Gegensatz dazu wichen die
Ergebnisse auf der Glasoberfläche im SFM (siehe Abb. 3.2 C) signifikant von denen auf Kohlefilmen
und Glimmer ab (alpha = 0.05, p = 0.03, h = 1). Die Größe der Stichproben betrug n = 1018 auf
Glimmer, n = 3587 auf Kohlefolien und n = 1323 auf Glas.
Die Ergebnisse des Oberflächen- und Methodenvergleichs führten dazu die Glasoberfläche von den
folgenden Kinetikmessungen auszuschliessen. Eine Vergleichbarkeit zwischen quantitativen Messun-
gen auf Glas und Glimmer bzw. der Kohleoberfläche ist nicht gegeben. Als weiteres Ergebnis wurde
die Adsorptionszeit von zwei Minuten für alle späteren Wachstumsmessungen übernommen. Diese
Zeitspanne lieferte auf Kohlefolien und auf Glimmer die am besten auswertbare Filamentdichte.
3.1.4 Ergebnisse aus der EM und SFM
Für die eigentlichen Messungen zur Wachstumskinetik wurden die Vimentinfilamente auf 37° C zwi-
schen 10 Sekunden und 20 Minuten wachsen gelassen. Nach Ablauf der jeweiligen Zeit wurde das
Wachstum der Filamente gestoppt (siehe 2.5.3 und 2.4.5) und für EM bzw. SFM vorbereitet. Mit jedem
Mikroskop wurden auf diese Weise Bilderserienmit aufeinander folgenden Zeiten aufgenommen. Die
Bilderserien zeigen dadurch auszugsweise das zeitabhängigeWachstum der Filamente (siehe Abb. 3.4
und 3.4). Somit konnte nach Auswertung der Filamente auf den Bildern eine mittlere Wachstumsge-
schwindigkeit ermittelt werden. Zur Auswertung wurden die Konturlängen der einzelnen Filamente
auf den Bildern mit Hilfe der Software ImageJ gemessen. Aus diesen Messergebnissen wurde dann
die MFL für den jeweiligen Zeitschritt errechnet. Auf den Bildern kann man sehr gut das fortschrei-
tende Wachstum von kleinen Filamentstücken (u. a. ULFs) zu langen Filamenten verfolgen. Ebenfalls
kann man gut erkennen, dass sogar nach 20 Minuten noch eine breite Verteilung verschieden lan-
ger Filamente existiert. Vergleicht man die kurzen Wachstumszeiten mit den längeren so kann aber
festgestellt werden, dass die Anzahl der kleineren Stücke sichtbar abnimmt, da diese zumWachstum
der Filamente beitragen. Am deutlichsten ist dieser Effekt auf den Bildern, die mit dem SFM aufge-
nommen wurden (s. Abb. 3.4). Hier wurde im Gegensatz zum EM eine vergleichsweise große Fläche
(bis zu 64 µm2) aufgenommen. Vergleicht man die unterschiedlichen Konzentrationen (A und B in
den Bilderserien) so sieht man auch, dass bei der höheren Konzentration die kleinen Stücke schneller
verschwinden.
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Abbildung 3.2: Gezeigt ist die Abhängigkeit der MFL von der Adsorptionszeit auf verschiedenen Ober-
flächen. Die Vimentin IF konnten 15 Minuten lang auf 37° C wachsen. Die horizontalen Linien zeigen die
aus allen gemessenen Filamenten errechnete MFL für eine Oberfläche an (durchgezogenen graue Linie; A.
n=3587, B. n=1018, C. n=1232). Die gestrichelten Linien geben das Vertrauensintervall bei 95% für die jewei-
lige Messung an. Die Ergebnisse der Einzelmessungen werden durch die Symbole dargestellt. Die Fehler-
balken geben jeweils die Standardabweichung und das Vertrauensintervall der Einzelmessungen an (graue
bzw. schwarze Balken). Die hohe Standardabweichung resultiert aus den starken Längenunterschieden der
einzelnen Filamente. A. Adsorption der Filamente auf den Kohlefilmbeschichteten Kupfernetzen im EM.
Die MFL über alle Messungen beträgt hier 509 nm. B. Adsorption der Filamente auf Glimmer im SFM. Die
MFL über alle Messungen beträgt hier 492 nm. C.Adsorption der Filamente auf Glas im SFM. Die MFL über
alle Messungen beträgt hier 668 nm. Die MFL der Einzelmessung variiert zudem stärker als bei A & B.
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Abbildung 3.3: Die Abbildung zeig einen Auszug aus den Bilderserien der Wachstumsschritte von Vimen-
tin IFs im EM. Alle Aufnahmen wurden auf Kohlefilm-beschichteten Kupfergrids durchgeführt. Es wurden
keine unterstützenden Folien (z.B. Formvar) verwendet. ReiheA zeigt die Ergebnisse für eine Konzentration
von 0.9 µM Vimentin (0.2 mg/ml). Reihe B zeigt die Ergebnisse für 0.45 µM (0.1 mg/ml). Auf beiden Bilder-
serien kann man die Verlängerung der Filamente bei fortschreitender Zeit erkennen. Ebenso sind auch nach
20 Minuten noch verhältnismäßig kurze Filamente sichtbar. Ihr Vorhandensein erklärt die breite Verteilung
bei der Auswertung. Die Balken haben eine Länge von 100 nm.
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Abbildung 3.4: Die Abbildung zeigt einen Auszug aus den Bilderserien der Wachstumsschritte von Vimen-
tin IFs im SFM. Alle Aufnahmen wurden auf frisch gespaltenem Glimmer in 2 mM Pi-Puffer mit 100 mM
KCl durchgeführt. Für die Versuche mit dem SFM waren keine weiteren Fixative oder Kontrastmittel nötig.
Reihe A zeigt die Ergebnisse für eine Konzentration von 0.9 µM Vimentin (0.2 mg/ml). Reihe B zeigt die
Ergebnisse für 0.45 µM (0.1 mg/ml). Genau wie mit dem EM kann man hier die Verlängerung der Filamente
bei fortschreitender Zeit beobachten. Die Balken sind jeweils 1 µm lang.
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Tabelle 3.2 zeigt die Ergebnisse dieser Auswertung für die einzelnen Vimentinkonzentrationen und
zu den jeweiligen Zeitschritten sowie die Anzahl der ausgemessenen Filamente. Der angegebene Feh-
ler ist hier das Vertrauensintervall bei 95%. Die Standardabweichungwird bei diesen Messungen sehr
groß (vgl. Abb. 3.2), da auch bei langen Wachstumszeiten immer noch vergleichsweise kleine Fila-
mente existieren. Die Angabe des Vertrauensintervall schien daher besser geeignet zur Beurteilung
der Ergebnisse.
Tabelle 3.2: Ermittelte MFL nach aufeinander folgenden Wachstumszeiten
MFL gemessen aus EM-Bildern [nm] MFL gemessen aus SFM-Bildern [nm]
Zeit [s] bei 0.9 µM N# bei 0.45 µM N bei 0.9 µM N bei 0.45 µM N
5 *55±2.9 155 54±1.1 422 - -
10 63±2.1 400 65±1.3 646 98±3.2 386 95±2.5 370
30 84±1.9 503 76±1.9 515 150±4.5 356 103±3.7 353
60 130±5.9 356 112±2.0 466 160±4.9 391 101±3.6 352
300 289±15.7 528 172±3.9 685 355±2.9 318 255±12.8 459
600 418±24.7 436 233±18.5 446 542±38.3 438 302±19.2 393
900 544±34.7 603 - - 488±67.7 166 - -
1200 821±41.4 457 474±37.1 359 961±92.5 307 491±34.1 438
*, Errechnete MFL für diese Wachstumszeit, incl. Vertrauensintervall bei 95%.
#, Anzahl der ausgemessenen Filamente für diese Wachstumszeit.
Ein Stoppen nach 5 Sekunden war für das SFM nicht möglich.
3.1.5 Radiale Kompaktierung der Filamente
Im Modell des Filamentwachstums von Herrmann und Aebi [41] wird zusätzlich beschrieben, dass
die IFs während des Längenwachstums ihren Durchmesser verringern. Dieser Prozess wird ”Radiale
Kompaktierung” genannt. Neu gebildete ULFs und kurze Filamente haben demnach einen größeren
Durchmesser als ”gereifte” fertige Filamente. Da dieser Effekt mit den in dieser Arbeit gewonnenen
Daten überprüft werden konnte, wurden auf den Bilderserien des EM auch die Durchmesser der
Filamente ausgemessen. Dazu wurde mit dem Programm ImageJ pro ULF bzw. Filament auf den EM-
Bildern an jeweils drei Stellen der Durchmesser ermittelt. Diese Messung wurde nur für die Daten aus
dem EM durchgeführt. Bei den Bildern, die mit dem SFM aufgenommen wurden, müsste man jeweils
noch die Problematik der Probenverbreiterung (s. Kapitel 2.4.2) berücksichtigen. Dies hätte einen, im
Rahmen dieser Arbeit, unverhältnismäßigen Aufwand bedeutet undwurde daher nicht durchgeführt.
Die Ergebnisse derMessung zur ”Radiale Kompaktierung” sind in Abbildung 3.5 dargestellt. Sie wur-
den für die ersten Messpunkte innerhalb der ersten fünf Minuten der Wachstumsserie bei 0.1 mg/ml
ermittelt. Von A nach D (s. Abb. 3.5) nimmt die Wachstumszeit der Filamente zu. Man erkennt deut-
lich, wie sich das Histogramm hin zu kleineren Filamentdurchmessern verschiebt. Der Literaturwert
von ca. 10 nm Durchmesser für ein IF wird hier nach ca. 5 Minuten erreicht. Für die einzelnen Histo-
gramme wurde die folgende Anzahl an Messpunkten verwendet: A, n=305, B, n=417, C, n=238 und
D, n=209.
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Abbildung 3.5: Die Abbildung zeigt die Abnahme des mittleren Filamentdurchmessers bei fortschreitender
Wachstumszeit.
3.2 Modellierung der Vimentin-Wachstumskinetik
UmdasWachstum der Vimentin-IFs quantitativ zu erfassen, wurde eine Serie von Reaktionen zweiter
Ordnung benutzt. Diese beschreiben die Bildung eines ULF aus den vorhanden Vorstufen, sowie die
Bildung der langen Filamente. Als Grundlage des kinetischen Modells wurden die Beobachtungen
von Herrmann und Aebi verwendet [41].
3.2.1 Das einfache Modell
Im einfachen Modell werden vier verschiedene Reaktanden verwendet um die Bildung von Filamen-
ten zu beschreiben. Zum Zeitpunkt t = 0 existiert nur ein Vorrat an löslichen Tetrameren. Jeweils zwei
Tetramere können dann zu einem Oktamer aggregieren und zwei Oktamere bilden danach ein Hexa-
dekamer. Als vierter Reaktand kommt das ULF ins Spiel, welches aus zwei Hexadekameren entstehen
kann und zugleich das kürzeste Filament beschreibt. Das bedeutet, dass das einfache Modell nicht
zwischen einem Filament und einem ULF unterscheidet. Betrachtet man das 3-Phasen Modell [41], so
beschreibt die Bildung des ULF den ersten Schritt, die laterale Assoziation ausgehend von Tetrameren
über Oktamere und Hexadekamere zum ULF. Die Möglichkeit, dass sich auf dem Reaktionsweg von
Tetramer zum ULF andere Zwischenstufen bilden, beispielsweise drei oder sechs Tetramere, besteht,
wurde aber außer Acht gelassen. Würde man alle Möglichkeiten berücksichtigen, müsste der erste
Schritt des Modells durch 16 einzelne Reaktionen abgebildet werden. Um das Modell so einfach wie
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möglich zu halten, wurde in dieser Arbeit jedoch davon abgesehen alle möglichen Reaktionen in das
Modell einfließen zu lassen.
Im Folgenden werden die Variablen und Geschwindigkeitskonstanten aufgelistet, die im einfachen
Modell verwendet worden sind:
• T: Konzentration der Tetramere zum Zeitpunkt t.
• O: Konzentration der Oktamere zum Zeitpunkt t.
• H: Konzentration der Hexadekamere zum Zeitpunkt t.
• F: Konzentration der Filamente zum Zeitpunkt t. Es wird nicht zwischen ULF und Filament
unterschieden.
• k1: Geschwindigkeitskonstante der lateralen Aggregation zwischen T, O und H. Angenommen
wird eine Interaktion der Reaktanden vom Typ A11, diese wurde für IF-Proteine in [43] beschrie-
ben.
• kt: Geschwindigkeitskonstante der longitudinalen Assoziation von einem Tetramer an das Ende
eines Filaments
• k f : Geschwindigkeitskonstante der longitudinalen Assoziation von zwei Filamentenden.
Daraus ergeben sich die folgenden Reaktionen:
dT
dt
= −2k1T
2 − ktTF (3.1)
dO
dt
= k1T
2 − 2k1O
2 (3.2)
dH
dt
= k1O
2 − 2k1H
2 (3.3)
dF
dt
= k1H
2 − k f F
2 (3.4)
Die mittlere Länge der Filamente kann mit Hilfe des einfachen Modells mit der folgenden Gleichung
berechnet werden:
Lm(t) =
c0 − T(t)− 2O(t)− 4H(t)
dlF(t)
+ corr (3.5)
Die Variable Lm repräsentiert die MFL zum Zeitpunkt t. c0 beschreibt die Anfangskonzentration der
Vimentintetramere zum Zeitpunkt Null. dl ist die lineare Dichte an Tetrameren pro µm Filament; in
diesem Fall 184 [42]. corr ist ein Korrekturfaktor, der die Längenreduktion eines Filaments aufgrund
der Zusammenlagerung von ULFs berücksichtigt. Wie schon gezeigt wurde [3], kann eine Reduktion
der Filamentlänge um ca. 20 nm während des Wachstums mit dem SFM gemessen werden. Aufgrund
dieser Tatsache wurde für den Korrekturfaktor ein Wert von 20 nm angenommen.
Die Gleichung berechnet die mittleren Filamentlängen über die Anzahl der Tetramere, die zu einem
Zeitpunkt in Filamente integriert worden sind. Mit Hilfe von dem ProgrammBerkeleyMadonna kann
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Abbildung 3.6: Die Abbildung zeigt die Möglichkeiten des einfachen Modells. A. Zeigt verschiedenen An-
passungen an dieMessdaten. Dabei wurden dieWerte für k1 teilweise festgehalten. Es ist deutlich erkennbar,
dass das einfache Modell nicht vollständig an die Messdaten angepasst werden kann. Die Aussage aus dem
einfachen Modell ist aber, das k1 mindesten einen Wert von 10−7M−1s−1annehmen muss. B. Zeigt den Ver-
lauf der Tetramer- und ULF-Konzentration (T1-3, U1-3) bei einem k1 von 10, 20 und 100 *10−7M−1s−1(1 bis
3).
mittels der Gleichungen 3.1 bis 3.4 der Konzentrationsverlauf jeder Spezies zum Zeitpunkt t berechnet
werden. Da die Anzahl der Tetramere bei t = 0 bekannt ist, kann durch einfache Subtraktion der An-
zahl der Tetramer in den Zwischenstufen (T, O und H) berechnet werden, wieviele Tetramere schon
Filamente gebildet haben (vgl. Gl. 3.5, Zähler). Da die mittlere Anzahl von Tetrameren in einem µm
Filament bekannt ist (vgl. [42], 184), kann auf diese Weise die MFL bestimmt werden. Die Anzahl der
Tetramere in Filamenten wird durch die Anzahl der Filament dividiert und mit dem Faktor dl multi-
pliziert (vgl 3.5, Nenner).
Mit dem einfachen Modell konnten die Messdaten nicht reproduziert werden. Wie man sehr schön in
Abbildung 3.6 sehen kann, ist der frühe Anstieg der gemessenen MFL (s. Abb 3.6 A, Symbole) nicht
mit dem einfachenModell zu erklären. Trotzdemkonnte mit dem einfachenModell eine erste Abschät-
zung der Reaktionskinetik durchgeführt werden. Dazu wurde ein Satz Messdaten mit verschiedenen
Werten für die Geschwindigkeitskonstante k1 angepasst. k2 wurde immer frei angepasst. Es ist daher
offensichtlich, dass der Wert für k1 mindestens im Bereich von 10−7M−1s−1 liegen muss (s. Abb. 3.6
A). Ist k1 kleiner als dieserWert, werdenULFs nicht schnell genug gebildet um ein ausreichend schnel-
les Längenwachstum der Filamente zu unterstützen. Als Folge gerät auch das Längenwachstum ins
Stocken. Man kann nun auf dieser Grundlage das einfachen Modell benutzen um nur die Änderung
der ULF-Konzentration über die Zeit (s. Abb. 3.6 B) zu betrachten (k2 = 0). Dabei stellt man fest,
dass bei einem k1 von 10−7M−1s−1 50% der ULFs nach ~ 2 Sekunden gebildet sind. Bei einem k1 von
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2 ∗ 10−7M−1s−1sind 90% der ULFs bereits nach ca. zwei Sekunden gebildet und nach 10 Sekunden
ist die maximal mögliche ULF-Konzentration erreicht. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde zu-
nächst ein Wert von 2 ∗ 10−7M−1s−1für k1 in späteren Betrachtungen gewählt. Dieser Wert fügt sich
auch gut in frühere Beobachtungen ein, bei denen 10 Sekunden nach dem Start des Filamentwachs-
tum hauptsächlich ULFs als vorherrschende Spezies beschriebenwerden. Zusätzlich konnte schonmit
Hilfe des einfachen Modells die Aussage gemacht werden, dass Tetramere wahrscheinlich nicht signi-
fikant zumWachstum längerer Filamente beitragen. Mehr Aussagen warenmit dem einfachenModell
nicht mehr möglich. Daher war es nötig die Reaktionsgleichung anzupassen und neue hinzuzufügen.
Im nächsten Abschnitt wird daher das erweiterte Modell eingeführt.
3.2.2 Das erweiterte Modell
Das erweiterte Modell baut auf dem einfachen Modell auf. Allerdings wird hier angenommen, dass
das kleinste Filament das Produkt aus der longitudinalen Fusion zweier ULFs ist. ULFs und Filamente
werden also im Gegensatz zum einfachen Modell getrennt betrachtet. Weiterhin kann im erweiterten
Modell unterschieden werden, auf welche Weise sich die Filamente verlängern. Dies kann durch die
Anlagerung von einzelnen Tetrameren oder ULFs geschehen oder durch die Fusion von Enden länge-
rer Filamente. Abbildung 3.7 zeigt den Aufbau des erweiterten Modells als Reaktionschema. Schritt
eins bis drei sind dabei identisch mit dem einfachen Modell. Da ab jetzt ULFs und Filamente getrennt
betrachtet werden ist es zudem nötig weitere Zustandsvariablen und Geschwindigkeitskonstanten
zu definieren. In Abbildung 3.7 sind dies die Schritte vier und fünf. Hier werden die Möglichkeiten
definiert, wie das longitudinale Wachstum ablaufen kann. Zusätzlich werden die neuen Geschwin-
digkeitskonstanten für das Wachstum hier angezeigt (k2 und ku).
Die Konzentration der ULFs wird im Folgenden durch die Variable U beschrieben und somit von
der Konzentration der Filamente, F, getrennt. Die zusätzlichen Geschwindigkeitskonstanten sind wie
folgt definiert:
k2 : Geschwindigkeitskonstante der longitudinalen Assoziation von zwei ULFs. Angenommen wird
eine Interaktion der Reaktanden vom Typ A11, diese wurde für IF-Proteine in [43] beschrieben.
ku : Geschwindigkeitskonstante der longitudinalen Assoziation von einem ULF an das Ende eines
längeren Filaments.
Die Beschreibung der Reaktion zwischen Tetrameren, Oktameren und Hexadekameren (siehe Gl.3.1,
3.2 und 3.3) bleibt auch im erweiterten Modell dieselbe. Der Ablauf der lateralen Assoziation von
Tetrameren bis hin zum ULF ist bei beiden Modellen gleich. Für die Dynamik der ULFs sowie der
Filamente und der Berechnung der MFL sind jedoch neue Definitionen nötig. Die Änderung der ULFs
und Filamente über die Zeit wird daher folgendermaßen beschrieben:
dU
dt
= k1H
2 − 2k2U
2 − kuUF (3.6)
dF
dt
= k2U
2− k f F
2 (3.7)
Die Gleichung 3.6 beschreibt nun die Konzentration der ULFs über die Zeit. Diese wird positiv beein-
flusst durch die Bildung von ULFs aus zwei Hexadekameren. Zur Abnahme der ULF-Konzentration
tragen hier zwei Reaktionen bei: Das longitudinale Zusammenwachsen von zwei ULF sowie das An-
wachsen an ein längeres Filament. Die Konzentration der Filamente (s. Gl. 3.7) wird jetzt durch das
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung des erweiterten Modells. Die Fusion von Tetrameren mit den En-
den längerer Filamente wurde zur Vereinfachungweggelassen. Das Filamentwachstum beginnt mit der late-
ralen Assoziation von (1) Tetrameren zu Oktameren gefolgt von (2) Hexadekameren hin zu (3) ULFs. 4. Für
das erste longitudinale Wachstum gibt es folgende Möglichkeiten (i) zwei ULF wachsen mit den Enden zu-
sammen und bilden ein kurzes Filament. (ii) Ein ULF kann sich longitudinal an ein Filament anlagern. 5. Die
letzte Möglichkeit im erweiterten Modell beschreibt die End-zu-End Fusion von Enden langer Filamente.
Zusammenwachsen von zwei ULFs oder Filamentenden beeinflusst.
Das erweiterte Modell bietet die Möglichkeit verschiedene Szenarien des Filamentwachstums durch
zuspielen. Indem man eine Geschwindigkeitskonstante gleich Null setzt, kann die dazugehörige Re-
aktion unterbunden werden. Um die verschiedenen Möglichkeiten für das Filamentwachstum zu be-
rücksichtigen wurden daher die Parameter kt, ku und k f (Tetramer, ULF und Filament End-zu-End Fu-
sion) abwechselnd auf Null gesetzt. Daraus folgt, dass das erweiterte Modell (Gl. 3.1 - 3.3,3.6 und 3.7)
insgesamt 23 = 8 verschiedene Möglichkeiten des Filamentwachstums abwechselnd berücksichtigen
kann (siehe Abb. 3.8). Die Möglichkeit, dass sich ein Filament wieder in seine Bestandteile auflösen
kann, wurde in diesem Modell noch nicht berücksichtigt, könnte aber später einmal leicht eingebaut
werden.
Im erweiterten Modell werden ULFs und Filamente getrennt berücksichtigt. Daher muss auch die
Gleichung zur Berechnung der MFL angepasst werden. Im Modell wird nicht die individuelle Länge
der gemessenen Filamente, sondern nur die mittlere Länge berücksichtigt. Daher muss die Berech-
nung der MFL für das Modell mit der gewichteten mittleren Länge von ULFs und Filamenten erwei-
tert werden.
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Lm(t) ∗ F(t) + lULF ∗U
F +U
(3.8)
Dabei ist lULF die Länge eines einzelnen ULFs. Für Lm(t)wird jetzt die Gleichung 3.5 eingesetzt. Nach
Umstellung und Erweiterung auf denselben Nenner nimmt die Gleichung folgende Form an.
Lm(t) =
c0 − T(t)− 2O(t)− 4H(t)− 8U(t) + dl ∗ lULFU(t)
dl(F(t) +U(t))
(3.9)
Vor der Anpassung des erweiterten Modells an die eigentlichen Messdaten wurde das Ergebnis zu-
sätzlich numerisch untersucht. Dazu wurden die schon beschriebenen acht verschieden Szenarien (s.
Abb. 3.8) mit demselben Satz an Parametern berechnet. Die Parameter wurden im ersten Schritt teil-
weise nach den Ergebnissen des einfachen Modells ausgewählt. So wurde für die Geschwindigkeits-
konstante k1 einWert von 2 ∗ 10−7M−1s−1angenommen (s Abschnitt 3.2.1). Für die Geschwindigkeits-
konstanten, die das Zusammenlagern von zwei ULFs bzw. von ULFs an Filamente kontrollieren (k2
und ku), wurde im ersten Schritt jeweils ein Wert von 1 angenommen. Ebenso wurde der Anlagerung
von Tetrameren an Filamente, kt, der Wert 1 zugewiesen. Für den Prozess der End-zu-End Fusion län-
gerer Filamente (k f ) wurde ein Wert von 0.1 gewählt. Die End-zu-End Fusion der Filamentenden ist
sehr wahrscheinlich langsamer als alle anderen beteiligten Schritte. Aus diesem Grund wurde k f für
die erste Simulation um den Faktor 10 gegenüber den anderen Schritten verlangsamt.
Die Ergebnisse wurden dann mit dem prinzipiellen Verlauf der Messdaten verglichen. Bei diesen Be-
trachtungen stellte sich heraus, dass immer zwei Szenarien den gleichen Verlauf aufwiesen (s. Abb. 3.9
A und Tab. 3.3). Dieses Verhalten ist darauf zurückzuführen, dass Szenario 1 bis 4 die Verlängerung
eines Filaments durch das Anlagern von Tetrameren beinhaltet, Szenario 5 bis 8 hingegen nicht. Diese
Reaktion scheint das Längenwachstum nicht signifikant zu beeinflussen. Würde das Längenwachs-
tum durch das Anlagern von Tetrameren vorangetrieben, müsste ein deutlicher Unterschied zwischen
den Szenarien mit und ohne Tetramerassoziation sichtbar sein. Betrachtet man nun die nächsten Be-
sonderheiten der Szenarien, so konnten wieder zwei sehr unterschiedlich Kurvenverläufe beobachtet
werden. Ein Teil der Szenarien (2 und 6 sowie 4 und 8) zeigen einen Kurvenverlauf der innerhalb
der ersten 25 Sekunden auf ein Plateau ansteigt (s. Abb. 3.9 A.). Im nächsten Schritt wurden dann die
verschiedenen Szenarien genauer untersucht. Dadurch sollte gezeigt werden, wie sich die einzelnen
Szenarien bei verschiedenen Werten der Geschwindigkeitskonstanten verhalten. Zunächst wurden
die Szenarien 2 und 4 sowie 6 und 8 untersucht (s. Abb. 3.9A). Szenario 2 und 6 zeichnet sich dadurch
aus, dass das Filamentwachstum nur durch die Anlagerung von ULFs vorangetrieben wird. In Ab-
bildung 3.9 A sieht man, dass in diesen Szenarien schnell ein Plateau erreicht wird. Nachdem dieses
Plateau erreicht ist (s. Abb. 3.9 grüne Kurve & Symbole) kann kein weiteres Längenwachstum mehr
beobachtet werden.
Danach wurden Szenario 2 und 4 genauer untersucht (s. Abb. 3.9 B). Szenario 6 und 8 wurden hierbei
ausgelassen. Abbildung 3.9 B zeigt, wie sich die Szenarien 2 und 4 bei einer Erhöhung der jewei-
ligen variablen Geschwindigkeitskonstanten verhalten. Betrachtet man Szenario 2, so ist hier ku die
variable Geschwindigkeitskonstante (s. Abb 3.8). Bei einer Erhöhung von ku werden daher im Durch-
schnitt längere Filamente gebildet, jedoch ändert sich der prinzipielle Verlauf der Kurve nicht. Es wird
immer noch sehr schnell ein Plateau erreicht. Ab diesem Zeitpunkt kann dann kein weiteres longitu-
dinales Filamentwachstum mehr beobachtet werden. Das Längenwachstum wird hier nur durch die
Anlagerung von ULFs vorangetrieben. Sind diese ULFs aufgebraucht, kann auch kein weiteres Län-
genwachstum mehr stattfinden. Dass longitudinales Wachstum alleine durch ULFs vorangetrieben
wird, kann damit ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3.8: Die Abbildung stellt die Kombination der Hypothesen zum Filamentwachstum in einem
Baumdiagramm dar. Es wurden drei Möglichkeiten in Betracht gezogen: (i) die Anlagerung von Tetrame-
ren bzw. (ii) von ULF und (iii) die Fusion von Enden längerer Filamente. Aus den Kombinationen dieser
drei Hypothesen ergeben sich acht verschiedene Szenarien (1-8) für das Filamentwachstum. Für alle acht
Szenarien wird angenommen, dass k1 und k2 (laterale Aggregation von Tetrameren zu ULFs und die Anla-
gerung von zwei ULFs zu einem kurzen Filament) positive Werte annehmen. Die Bedeutung der einzelnen
k´s findet sich im Text (siehe Gl. 3.1 bis 3.9)
Als nächstes wurde das Szenario 4 betrachtet (s. Abb 3.9 B). Hier ist die Anlagerung von Tetrameren
die einzige Möglichkeit längere Filamente zu erhalten. Die variable Geschwindigkeitskonstante für
das longitudinale Wachstum ist hier also kt. Es konnte gezeigt werden, dass auch eine signifikante
Erhöhung von kt keine Änderung der Filamentlängen ergibt (kt  100, nicht gezeigt). Die MFL steigt
kaum über die Länge eines ULFs hinaus.
Die Szenarien 2 und 6 sowie 4 und 8 konnten daher mit einiger Sicherheit als mögliche Modelle für
das Filamentwachstum ausgeschlossen werden. Somit bleiben noch die Szenarien 1 und 5 sowie 3
und 7. Diese werden im Folgenden näher betrachtet. Diese Szenarien erreichen kein Plateau, sondern
eine quasi-lineare Wachstums-Phase. Alle vier Szenarien (1 und 5 sowie 3 und 7) erreichen nach 20
Minuten Filamentlängen, die auch bei den Experimenten beobachtet werden konnten (vgl. Tabelle
3.2). Die Szenarien 1 und 5 unterscheiden sich von 3 und 7 dadurch, dass sie durch die Elongation der
Filamente durch ULFs und End-zu-End Fusion längere Filamente erlauben. Szenario 3 und 7 hinge-
gen erlaubt nur die End-zu-End Fusion von Filamenten als Mechanismus des Längenwachstums (vgl.
Abb. 3.8). In Abbildung 3.9Cwurde daher Szenario 3 noch einmal direktmit Szenario 1 verglichen. Da
Szenario 1 und 5 im Verlauf (s. Abb. 3.9 C.) den experimentellen Daten schon sehr nahe kommt, wur-
de nur noch die variable Geschwindigkeitskonstante in Szenario 3 verändert. Damit sollte versucht
werden, ob Szenario 3 ähnliche Ergebnisse produziert wie Szenario 1 (s. Abb. 3.9 C). Obwohl durch
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eine Erhöhung von k f in Szenario 3 die experimentelle MFL nach 20 Minuten relativ gut reproduziert
werden konnten bleibt jedoch ein signifikanter Unterschied zum Szenario 1 und zu dem Verlauf der
experimentellen Daten. Innerhalb der ersten Sekunden bis Minuten werden kurze Filamente gebildet.
Dadurch können schon nach kurzer Zeit Filamente im Bereich um 150 nm beobachtet werden (vgl.
Tabelle 3.2). Dieses Verhalten kann mit den Szenarien 3 und 7 nicht reproduziert werden. Hier werden
die Filamente nur durch den Mechanismus der End-zu-End Fusion verlängert. Ohne die Möglichkeit
der Anlagerung von ULFs an Filamentenden werden am Anfang nicht so schnell kürzere Filamente
gebildet. Die Wachstumsgeschwindigkeit ist in diesem Regime langsamer. Diese Betrachtung zeigte,
dass der Mechanismus der End-zu-End Fusion der Filamente stattfinden muss, um lange Filamente
zu erzeugen. Jedoch wird auch der Mechanismus der ULF-Anlagerung an Filamente benötigt. Ohne
diesen kann der beobachtete Anstieg der MFL während der ersten Minuten nicht erklärt werden.
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Abbildung 3.9: Die Abbildung zeigt numerische Lösung aller (A) sowie spezieller Betrachtungen (B & C)
einzelner Szenarien des erweiterten Modells. A. Für die Berechnung wurden die folgenden Parameter ein-
gesetzt, k1 = 20; k2 = 1; kt = 1; ku = 1; k f = 0.1; dl = 184 (alle k´s sind in [10−6M−1s−1]). B & C zeigen
die nähere Betrachtung einzelner Szenarien ob diese die Messdaten erklären könnten. Dabei wurden die
jeweiligen Szenarien mit verschiedenen Werten für die variablen Geschwindigkeitskonstanten berechnet (s.
Abb. 3.8). Die Beschreibung findet sich im Text.
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Die theoretische Betrachtung der acht Szenarien zeigte somit deutlich, dass das Filamentwachstum
mit dem Szenario 1 bzw 5 erklärt werden kann. Es muss offensichtlich der Mechanismus der ULF-
Anlagerung und End-zu-End Fusion stattfinden. Die Addition von Tetrameren spielt für das Län-
genwachstum, wie oben gezeigt, keine signifikante Rolle. Aus diesem Grund wurde nur noch das
Szenario 5 des erweiterten Modells an die Messdaten angepasst. Auf diesen Weise wurde auch die
Anzahl der anzupassenden Parameter verringert. Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse aus
der Anpassung von Szenario 5 an die Messdaten dargestellt.
Tabelle 3.3: Vergleich der acht unterschiedlichen Szenarien aus dem erweiterten Modell.
Ähnliche Dynamik Hypothese zum
Filamentwachstum
Verhalten Bewertung
Szenario 4 und 8 nur durch Tetramere kein Wachstum passt nicht auf die
Messdaten
Szenario 2 und 6 Durch ULFs, keine
End-zu-End Fusion
erreicht schnell ein
Plateau bei kurzen
Filamentlängen
passt nicht auf die
Messdaten
Szenario 3 und 7 nur End-zu-End Fusion,
keine ULFs
lineares
Filamentwachstum
passt teilweise, jedoch
nicht auf den ersten
frühen Anstieg
Szenario 1 und 5 Durch ULF und
End-zu-End Fusion
Anfang schnelles,
später langsameres
Wachstum mit linearen
Eigenschaften
Beschreibung der
Messdaten ist möglich
3.3 Ermittlung der Geschwindigkeitskonstanten
Um das erweiterte Modell an die Messwerte aus EM, SFM und den ”Stopped-Flow” Experimenten
anzupassen, wurde das Programm Berkeley Madonna benutzt. Berkeley Madonna erlaubt den Im-
port von Messwerten aus einer Textdatei. Die jeweiligen Modelle können dann an diese importierten
Daten angepasst werden. Weiterhin besteht die Möglichkeit auszuwählen, welche Parameter für die
Anpassung variiert werden sollen. Aufgrund der theoretischen Betrachtungen des Modells (s. Ab-
schnitt 3.2) fiel die Entscheidung, nur das Szenario 5 an die experimentellen Ergebnisse anzupassen.
Genau genommen wäre auch Szenario 1 für die Anpassung an die Messdaten geeignet. Der einzige
Unterschied zwischen Szenario 1 und 5 ist die Möglichkeit des Filamentwachstums durch Tetramere.
Allerdings wurde im Abschnitt 3.2, Abbildung 3.9 dargestellt, dass Tetramere nicht signifikant zum
Längenwachstum der Filamente beitragen. Aufgrund dieser Tatsache wurde Szenario 1 im Folgenden
nicht weiter berücksichtigt.
Zusätzlich zu dieser qualitativen Untersuchung aller möglichen Szenarien des erweiterten Modells
wurde der Einfluss der einzelnen Parameter quantitativ charakterisiert. Diese Betrachtung wurde im
Rahmen einer Kooperation durchgeführt. Hier wurde eine Sensitivitätsanalyse für die einzelnen Pa-
rameter durchgeführt [47]. Ergebnisse dazu finden sich in [49].
3.3.1 Anpassung des Modells an die EM und SFM Ergebnisse
Da Aufgrund der Ergebnisse in Abschnitt 5.1.1 und 5.1.2 die Entscheidung gefallen war, nur das Sze-
nario 5 des erweitertenModells an dieMessdaten anzupassen, werden im Folgenden nur die Resultate
dieser Anpassung vorgestellt. Im Wesentlichen wurden für die Anpassung des erweiterten Modells,
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Szenario 5, drei Parameter frei variiert. Dies waren die Parameter k2, ku und k f . Die Geschwindig-
keitskonstante k2 kontrolliert die erste longitudinale Reaktion von zwei ULFs zu einem kurzen Fi-
lament. ku und k f kontrollieren das Längenwachstum der Filamente einerseits über die Anlagerung
von ULFs und andererseits über End-zu-End Fusion längerer Filamente. Die Geschwindigkeitskon-
stante k1, die das laterale Wachstum von Tetrameren hin zu ULFs kontrolliert, wurde auf einem Wert
von 20 ∗ 10−6M−1s−1festgehalten. Dies ergab sich aus den Betrachtungen der Modelle (s. Abschnitt
5.1.1 und 5.1.2), aus denen hervorging, dass die Mindestgeschwindigkeit des lateralen Wachstums in
diesem Bereich liegen muss. Dieser Wert kann auch unabhängig von den Ergebnissen der ”Stopped-
Flow”-Experimente angenommen werden. Da ein exakter Wert hier keine entscheidende Rolle spielt.
Die Reaktion muss lediglich schnell genug ablaufen. Daher wird die genauere Ermittlung der Ge-
schwindigkeitskonstante k1 erst im nächsten Abschnitt beschrieben. Das Ergebnis der Anpassung an
die Messdaten aus EM und SFM ist in Abbildung 3.10 dargestellt. Die errechnetenWerte für die Para-
meter sind in Tabelle 3.4 dargestellt.
Tabelle 3.4: Ergebnisse der Anpassung mit Szenario 5
Geschwindigkeitskonstante EM, Konzentration [µM] SFM, Konzentration [µM]
[1x10−6M−1s−1] 0.9 0.45 0.9 0.45
k1 20 20 20 20
k2 0.3 0.32 0.59 0.28
ku 2.2 1.62 0.44 1.21
k f 0.12 0.11 0.11 0.11
k1 wurde während der Anpassung bei 20x10−6M−1s−1 festgehalten.
siehe Tabelle 3.2 und Abbildung 3.10
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Abbildung 3.10: Die Abbildung zeigt die mathematische Anpassung des Szenarios 5 des erweiterten Mo-
dells an die errechneten MFLs aus den EM und SFM Experimenten. A. Zeigt die Anpassung an Daten aus
den EM-Experimenten. B. Zeigt die Anpassung an Daten aus den SFM-Experimenten.
3.4 Schnelle Kinetik des Vimentinwachstums
In den vorangegangenen Betrachtungen wurde das Filamentwachstum über einen längeren Zeitraum
beobachtet undmodelliert. Für die erste schnelle Kinetik, die Bildung der ULFs durch laterale Assozia-
tion von Tetrameren, wurde dabei mit Hilfe des einfachen Modells ein erster Wert für die Geschwin-
digkeitskonstante abgeschätzt (s. Abschnitt 5.1.1). Es konnte so ein Mindestwert ermittelt werden, bei
dem die Bildung der ULFs nicht der limitierende Faktor des Filamentwachstums ist. Dies stellt natür-
lich nur eine erste Abschätzung dar, welche für die Betrachtung des Längenwachstum über die ersten
20 Minuten durchaus ausreichend war.
Im Folgenden soll nun der Reaktionsmechanismus der ersten schnellen Kinetik der ULF-Bildung nä-
her untersucht werden. Dabei sollte mit Hilfe der ”Stopped-Flow”-Technik durch sehr schnelles Ver-
mischen der Reaktionslösungen die Filamentbildung während der ersten Millisekunden bis hin zu
einigen Sekunden betrachtet werden. Die Aufnahme dieser schnellen Kinetik ist möglich, da die Sprit-
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zen von sehr präzisen Schrittmotoren angetrieben werden. Diese Schrittmotoren werden über einen
Computer gesteuert und synchronisiert. Aus den gewonnenen Daten sollten dann auf Basis des er-
weiterten Modells die Geschwindigkeitskonstanten für das laterale Wachstum bestimmt werden. Das
Längenwachstum wurde an dieser Stelle somit nicht mehr betrachtet. Die Messungen wurden dabei
nach dem in Abschnitt 2.7.2 beschriebenen Schema durchgeführt.
3.4.1 Testen des Stopped-Flow-Moduls
Totzeit
Vor der eigentlichen Messung in der Küvette des Stopped-Flow Moduls werden die verschiedenen
Lösungen gemischt und durch Teflonschläuche in die Küvette transportiert. Die Zeit, die für das Mi-
schen und den Transport benötigt wird, ist für die Messung verloren und wird als Totzeit bezeichnet.
Mittels gut bekannter schneller Reaktionen kann man die Totzeit des Gerätes bestimmen.
ZumBestimmen der Totzeit wurde die Reduktion vonDichlorophenolindophenol (DCIP) durchAscor-
binsäure (AS) genutzt (siehe Kapitel 2.7). Im Kapitel Material und Methoden unter 2.7.2 sind die Ver-
suchsbedingungen dieser Messungen angegeben.
Abbildung 3.11: Die Abbildung zeigt das Ergebnis für die Bestimmung der Totzeit des SFM-3. Gemessen
wurde jeweils A. die schnelle (bei pH 2) bei AS-Konzentrationen zwischen 0.6 und 2 mM. Die Waschphase
und Schussphase wurde bei 0.95 ms beendet. Hier wurde der Fluss gestoppt. B. zeigt die langsame Reaktion
bei pH 9. Die Änderung in der Absorption bei pH 2.0 wurde für die höchste AS Konzentration bestimmt.
Die Anpassung wurde mit dem Programm BioKine 4.10 (Biologic, Frankreich) durchgeführt.
Umdie Totzeit zu bestimmenwurde die Reduktion von DCIP einmal bei pH 2.0 und einmal bei pH 9.0
gemessen. Die langsamere Reaktion wurde verwendet um den Verlauf der Reaktion zu kontrollieren
(s. Abb. 3.11). Aus beiden Messungen wurde jeweils die Änderung der Adsorption bestimmt. Für die
schnelle Reaktion bei pH 2.0wurde eine Geschwindigkeitskonstante nach demSchema für Reaktionen
pseudo 1. Ordnung bestimmt. Nach der Gleichung 2.19 errechnet sich dann die Totzeit:
Totzeit =
1
20.07s−1
∗ ln(
0.234
0.205
) =∼ 6.5 ∗ 10−3s
Zusätzlich wurden in der Reaktion bei pH 2 drei verschiedene Konzentrationen AS eingesetzt. Die
Schnittpunkte der Kurven geben eine Abschätzung der Totzeit des SFM-3 an (s. Abbildung 3.11 A).
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Abbildung 3.12: Die Abbildung zeigt die Messungen zur Qualität des Waschens bei aufeinander folgenden
Experimenten (1 - 3) sowie die Qualität des Stopps. Man kann deutlich erkennen, dass jeder Waschschritt
erfolgreich ist, da das Messsignal bei jedem Versuchwieder den Ausgangswert von 100 % Lichttransmission
erreicht. Weiterhin hat die vorhergehende Reaktion keinen Einfluss auf den prinzipiellen Kurvenverlauf.
An den Kurven kann man auch sehr gut sehen, dass der Stopp (Pfeile) sehr schnell ist und dadurch keine
Artefakte in der Datenaquisition erzeugt.
Die errechneten Geschwindigkeitskonstanten bei den drei unterschiedlichen Verdünnungen wiesen
eine zufriedenstellenden linearen Verlauf auf (nicht gezeigt) und deuteten somit darauf hin, das die
Reaktion einer pseudo-erstenOrdnung folgt. Die Schnittpunkte lagen in einem Bereich zwischen einer
und 4 ms vor dem eigentlich Stopp. Dieses Ergebnis passt zu den Resultaten der Berechnung der
Totzeit auf Grundlagen der Reaktion bei pH 2 und 9 (s. o). Die Totzeit des SFM-3 im vorhandenen
Aufbau kann daher in einem Bereich zwischen 4 und 6.5 ms angegeben werden.
Qualität des Waschschrittes
Zwischen jeder Reaktion muss die alte Reaktionslösung aus der Leitung zwischen dem zweitenMixer
und aus der Küvette gespült werden. Durch das Vorgehen, die Testreaktion (Reduktion von DCIP mit
AS) nacheinander mit immer größeren Volumina durchzuführen, kann man den Einfluss des ”Wa-
schens” darstellen. Weiterhin kannman in diesem Versuch auch den Einfluss des Stopps untersuchen.
Beim Stoppen werden die Schrittmotoren angehalten und gleichzeitig wird nach der Beobachtungs-
küvette ein Ventil geschlossen. Dadurch wird verhindert, dass die Flüssigkeitssäule weiter durch den
Schlauch zum Abfallbehälter abfließt. In diesem Testversuch konnte gezeigt werden, dass durch den
Stoppvorgang keine Artefakte im Messsignal erzeugt wurden (s. Abb 3.12, Pfeile). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass der prinzipielle Verlauf einer Messung auch bei unterschiedlichen Reaktions-
volumina gleich bleibt und das Waschen zwischen den einzelnen Versuchen (s. Abb. 3.12, 1 bis 3)
erfolgreich ist. Das Signal geht nach jedem Versuch wieder auf den Anfangswert von 100% Licht-
transmission zurück. Der Wert von 100% Lichttransmission ist auf den Puffer geeicht.
Verdünnungsreihe im Stopped-Flow
Durch die hohe Präzision der Schrittmotoren des SFM-3 können sehr leicht, mit jeweils einer Spritzen-
füllung, Verdünnungsreihen durchgeführt werden. Im folgenden Testexperiment wurde die Stabilität
einer solchen Verdünnungsreihe geprüft. Dazu wurden die Spritzen, wie in Material und Methoden
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2.7.2 beschrieben, gefüllt. Während der Messungen wurde das Endvolumen immer konstant gehal-
ten. Nur die Verdünnung der AS wurde variiert. Auf diese Weise war das eingesetzte Volumen von
DCIP (V3) immer gleich, genauso wie das von AS und Verdünnungspuffer (V1 + V2). Daher ist das
Verhältnis von AS und DCIP immer 1/1 ((V1+V2)/V3). Die Endkonzentration des DCIP im Experi-
ment ist somit 1/2 zur Ausgangskonzentration in der Spritze 3. Aus den Messdaten wurde mit Hilfe
Abbildung 3.13: Die Abbildung zeigt die errechneten Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster Ordnung
für eine Verdünnungsreihe im SFM-3 mit der Testreaktion. Die Verdünnungsreihe wurde direkt im SFM-3
durchgeführt. Die Zahlen an denMesspunkten geben die jeweilige Verdünnungstufe an. Die Endkonzentra-
tion an DCIP betrug 50 µM.
der BioKine Software für jede Verdünnung die Geschwindigkeitskonstante pseudo-erster Ordnung
errechnet und gegen die Konzentration von AS aufgetragen (s. Abb. 3.13). Das Ergebnis zeigt eine
zufriedenstellende lineare Abhängigkeit der errechneten Geschwindigkeitskonstante von der einge-
setzten Konzentration für die Verdünnungsreihe. Laut Herstellerangaben sind noch höhere (bis zu
1/50) Verdünnungstufen problemlos erreichbar. Dies wurde aber in dieser Arbeit nicht mehr getestet,
da die oben gezeigten für die nachfolgenden Messungen ausreichend waren.
3.4.2 Überprüfen des Lichstreuungssignals im SFM-3
Um die Bildung der ULFs aus Tetrameren zu verfolgen, wurde die Reaktion mit der ”Stopped”-Flow
Methode untersucht. Gemessen wurde dabei die Intensität des gestreuten Laserlichts bei einem Win-
kel von 90°. Wie schon in Abschnitt 2.8 und 2.8.2 beschrieben kann zwischen der Laserlichtstreuung
aus der reinen Tetramerlösung und der Lichtstreuung während des Filamentwachstums unterschie-
den werden. Die Intensität des gestreuten Lichtes wird dabei proportional vomMolekulargewicht der
Proteinkomplexe abhängen. Während dieser ersten Sekunden wird ein Anstieg um den achtfachen
Wert der Streuintensität gegenüber dem der Tetramere ohne Wachstum erwartet.
Um die Gültigkeit der Lichtstreuung noch einmal zu überprüfen, wurde eine Vimentinmutante ein-
gesetzt. Diese Mutante besteht nur noch aus der zentralen Rod-Domäne. Ihr fehlen die Kopf- und
Schwanz Domänen (Head, Tail, s. Abb. 1.1). Diese ”Rod-Mutante” liegt im Pi-Puffer als Dimer vor
und bildet bei Zugabe von Salz nur Tetramere [56]. Sie zeigt kein weiteres Wachstum. Die Mutan-
te stammt aus Beständen der Arbeitsgruppe Herrmann und wurde mir zur Verfügung gestellt. Eine
Messung im SFM-3 mittels Lichtstreuung sollte eine Verdopplung zwischen der Streuintensität der
Rod-Dimere und den Tetrameren bei Zugaben von Salz zeigen. Für diese Messung wurde die Vimen-
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Abbildung 3.14:Die Abbildung zeigt dieMessung der Vimentin-RodMutante in der AUZ (A) und im SFM-
3 (B) bei 37° C.A, Bei der Messung in der AUZ kann man die Verschiebung des Sedimentationskoeffizenten
beobachten, der auf die Interaktion der Dimer hin zu Tetrameren zurückzuführen ist. Die ermittelten Werte
decken sich mit früheren Beobachtungen [56]. Die Ergebnisse sind aus je 10 Messungen ermittelt. B, Hier
sind die Streuintensitäten der jeweiligen Lösungen bei 90° im SFM-3 dargestellt. Auch hier ist der Anstieg
der Streuintensität zwischen Dimeren und Tetrameren sichtbar. Eine Verdoppelung der Streuintensität kann
für höhere Salzkonzentrationen, bei der Tetramere vorherrschen, bestätigt werden (s. Tab. 3.6). Die darge-
stellten Kurven sind Mittelwerte aus min. 10 Messungen.
tin Rod-Mutante gleichzeitig mit der AUZ und dem SFM-3 vermessen. Mit der AUZ konnte gezeigt
werden, dass die Vimentin-Rod Mutante in Pi-Puffer ohne Salz als Dimer vorliegt und bei steigender
Salzkonzentration Tetramere bildet (s Abb. 3.14 A). Als Kontrolle wurde noch Vimentin wild typ im
Pi-Puffer mitgemessen. In [56] wurden Vimentin Mutanten und Vimentin wild typ in verschiedenen
Puffern mit der AUZ charakterisiert. Für die Messungen in der AUZ wurde eine Proteinkonzentra-
tion von 0.2 mg/ml eingesetzt. Die hier ermittelten Sedimentationskoeffizienten (s. Tab. 3.5) für die
einzelnen Messungen stimmen gut mit den veröffentlichten Werten für Dimere und Tetramere über-
ein [56]. Ab einer Salzkonzentration von 100 mM KCl im Pi-Puffer scheint die vorherrschende Spezies
der Vimentin-Rod Mutante ein Tetramer zu sein.
Zeitgleich mit den Messungen in der AUZ wurde die Vimentin-Rod Mutante im SFM-3 gemessen
(Konzentration: 0.2 mg/ml). Es sollte überprüft werden, ob tatsächlich ein Signalanstieg um das Dop-
pelte zwischen Dimer und Tetramer gemessen werden kann. In Abbildung 3.14 B ist das Ergebniss
dieser Messung dargestellt. Auf das schnelle Mischen der Lösungen wurde hier verzichtet. Die je-
weilige Probe wurde direkt in die Messküvette gegeben. Der Pi-Puffer ohne Protein wurde auf eine
Streuintensität von 1 V eingestellt. Diese Grundstreuung wurden von allen Messsignalen abgezogen.
Eine Messung dauerte jeweils eine Minute. In Tabelle 3.6 sind die Mittelwerte der Messungen darge-
stellt. Bei einer Salzkonzentration von 300 mM KCl im Pi-Puffer, bei der die Vimentin-Rod Mutante
laut den Ergebnissen der AUZ-Messung hauptsächlich als Tetramer vorliegt, wird eine Verdopplung
des Messsignales am genauesten erreicht.
3.4.3 Ergebnisse der Kinetikmessung im SFM-3
Um die erste schnelle Kinetik der Filamentbildung im ”Stopped-Flow” zu messen wurde das Wachs-
tum bei verschiedenen Proteinkonzentrationen initiiert (s. Tabelle 2.6). Weiterhin wurde für jede ein-
gesetzte Konzentration die Lichtstreuung der Tetramere alleine ohne Wachstum ermittelt. Diese Te-
tramergrundlinie war für die erste Betrachtung der Messungen sowie für die spätere Anpassung des
Modells wichtig.
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Tabelle 3.5: Ergebnisse der Messung des Vimentin-Rods in der AUZ
Probe Rod Rod Rod Rod Vwt
Puffer Pi Pi, 50 mMKCl Pi, 100 mM KCl Pi, 300 mMKCl Pi
Parameter Spezies 1 Spezies 1 Spezies 1 Spezies 1 Spezies 1
C [OD] 0.975 (0.0132) 0.961 (0.007) 0.931 (0.01) 0.975 (0.01) 0.980 (0.007)
s [S] 3.053 (0.010) 3.701 (0.008) 4.013 (0.013) 4.274 (0.010) 5.937 (0.006)
M [kDa] 107.76 (3.57) 51.75 (0.91) 45.2 (1.16) 56.35 (1.18) 226.86 (4.54)
c, gemessene optische Dichte für die jeweilige Spezie
Für die Sedimentationsläufe wurde die Intensitätsänderung bei 230 nm ermittelt.
s, errechneter Sedimentationskoeffizient
M, apparentes Molekulargewicht in kDa, ermittelt aus dem mittleren s-Wert
und der Bandenverbreiterung unter Annahme einer homogenen Spezies.
Tabelle 3.6: Verhältnis der Streuintensitäten zwischen Rod-Dimer- und Tetramer.
[KCl]:Probe Rod in Pi+ KCl Rod in Pi Verhältnis
Signal [V] Signal [V]
50 mM : Rod 0.89826 (0.11) 0.59296 (0.012) 1.51487 (0.091)
100 mM : Rod 1.54705 (0.098) 0.59296 (0.012) 2.60902 (0.080)
300 mM : Rod 1.31456 (0.062) 0.59296(0.012) 2.21693 (0.044)
Die Zahlen in Klammer geben die Standardabweichung an.
Die Schusssequenz sowie die eingesetzten Volumina pro Spritze des ”Stopped-Flow” sind in Ab-
schnitt 2.8.3 dargestellt. Die Datenpunkte wurden mit einem Abstand von 20 und 50 ms erfasst. Die
in Abbildung 3.15 dargestellten Kurven wurden aus jeweils drei aufeinander folgenden Messungen
gemittelt. Das ”Stopped-Flow”- Modul wurde für die Messungen mit einem Thermostat auf 37° C
temperiert.
Abbildung 3.15:DieAbbildung zeigt das Ergebnis derMessungenmit dem ”Stopped-Flow” bei den vier un-
terschiedlichen Konzentrationen. Jede hier dargestellte farbige Kurve stellt den Mittelwert aus mindestens
drei aufeinander folgendenMessungen dar.A zeigt die gemessenen Kinetiken während des Filamentwachs-
tums an. In B sind die gemessenen Streuintensitäten der Tetramerlösung bei der jeweiligen Proteinkonzen-
tration dargestellt. Die Pause zwischenWaschschritt und derMessung der Tetramerlösung (B, 0 bis 10 s) war
hier bewusst länger gewählt um zu sehen, ob das Messsignal nach demWaschen immer wieder den Grund-
wert erreicht und dieser keinen Schwankungen unterliegt. Die Standardabweichung der Messungen ist hier
der Übersichtlichkeit halber nicht gezeigt. Sie ist aber vergleichbar mit den Messungen zum Vimentin-Rod
(s. Abbildung 3.14 B).
Um die Kurven vergleichen zu können wurde mit der Streuung des Puffers (2 mM Phosphat, pH 7.5)
korrigiert. Alle Kurven wurden zudem mit ihrer Pufferstreuung während der Waschphase auf 0 V
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Abbildung 3.16: Die Abbildung zeigt das Ergebnis der Messungen mit dem ”Stopped-Flow” für höhere
Konzentrationen. Jede der hier dargestellten farbigen Kurve stellt den Mittelwert aus zehn (A) bzw. fünf
(B) aufeinander folgenden Messungen dar. Mit Vwt werden hier die Wachstumskurven bezeichnet; mit
Tetra die gemessene Tetramerstreuung ohne Wachstum. A zeigt die gemessenen Kinetiken während des
Filamentwachstums an. Während der ersten zwei Sekunden ist eine scheinbare Verlangsamung der Reak-
tion zu erkennen. Die gemessene Intensität steigt in einem kurzen Bereich nicht nennenswert an. In B sind
die gemessenen Streuintensitäten der Tetramerlösung bei der jeweiligen Proteinkonzentration dargestellt.
Der Bereich der Standardabweichung ist hier der Übersichtlichkeit wegen weggelassen worden, ist aber
vergleichbar mit der in Abbildung 3.14 gezeigten. Die Messungen der Teramerlösungen zeigen eine star-
ke Schwankung im Bereich der ersten zwei Sekunden. Diese Schwankung korreliert sehr genau mit dem
Zeitraum der scheinbaren Verlangsamung in den Wachstumskurven.
gesetzt. Da bei diesen Messungen der relative Anstieg der gemessenen Intensität und nicht absolute
Werte eine entscheidende Rolle spielten, war dieses Vorgehen zulässig.
Die Abbildung 3.15 A zeigt die Ergebnisse der Messungen bei unterschiedlichen Proteinkonzentra-
tionen. Die hier dargestellten Kurven entsprechen jeweils drei gemittelten Einzelmessungen. In Ab-
bildung 3.15 B ist die Streuintensität der reinen Tetramerlösung ohne Filamentwachstum gegeben.
Der Zeitraum bis zur eigentlichen Messung wurde an dieser Stelle absichtlich länger (~10 Sekunden)
gewählt. Dadurch sollte gezeigt werden, dass das Signal nach dem Waschen keinen großen Schwan-
kungen unterworfen ist. Durch einen Vergleich der Streuintensitäten zwischen Tetrameren und der
eigentlichen Kinetik kann gezeigt werden, dass der Anstieg der Intensität des gestreuten Laserlichts
tatsächlich der in Abschnitt 2.8 beschriebenen Annahme folgt. Die Verhältnisse zwischen Tetramer-
streuung und der entsprechenden Streuintensität in der Kinetikmessung sind in Tabelle 3.7 dargestellt.
Ein Anstieg um ungefähr einen Faktor von Acht kann dabei für jede Proteinkonzentration festgestellt
werden.
Der Versuch wurde mit einer höheren Proteinkonzentration in der Spritze wiederholt. Das Ziel war
dabei die Messung des Vimentinwachstums über eine Konzentration von 0.2 mg/ml hinaus. Die Er-
gebnisse dieser Messung sind in Abbildung 3.16 dargestellt. Diese Messung zeigte einen zu den in
Abbildung 3.15 dargestellten Kurven unterschiedlichen Kurvenverlauf. In Abbildung 3.16 A sind die
Messungen während des Wachstums von Vimentin dargestellt. Man kann innerhalb der ersten zwei
Sekunden eine deutliche Verlangsamung desWachstums erkennen. Auf der anderen Seite wurde auch
bei der Messung der reinen Tetramerlösung (siehe Abbildung 3.16 B) eine Schwankung der Streuin-
tensität während der ersten zwei Sekunden registriert. Weiterhin stimmen die Streuintensitäten bei
gleicher Proteinkonzentration zwischen den unterschiedlichen Messtagen nicht direkt überein. Dies
hängt aber von der jeweiligen Einstellung des Photomultipliers ab. Die Vorspannung des Photomu-
litiplier wurde immer so gewählt, dass die gemessene Intensität des Pi-Puffers gleich war. Der Wert
der Vorspannung schwankt dabei zwischen -600 und -700 V. Man kann daher davon ausgehen, dass
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Tabelle 3.7: Verhältnis der Streuintensitäten während des Vimentinwachstums
Verhältnis von Messung 1 (s. Abb. 3.15) Messung 2 (s. Abb. 3.16)
Vwt: Tetra (0.4 mg/ml)§ 8.24
Vwt:Tetra (0.3 mg/ml) 8.05
Vwt:Tetra (0.2 mg/ml) 7.8 9.5
Vwt:Tetra (0.16 mg/ml) 9.5
Vwt:Tetra (0.12 mg/ml) 10.2
Vwt:Tetra (0.1 mg/ml) 8.4 8.4
Die Streuintensität der wachsenden Filamente wurde nach 20 s ermittelt.
§: Vwt, Streuintensität von Vimentin nach 20 s
bzw. Tetra, Mittelwert Tetramerstreuintensität
die leichten Unterschiede in der Streuintensität der Proteinlösung bei verschiedenen Messungen vom
unterschiedlichen Ausgangswert der Vorspannung des Photomulitplier herrühren. Die Abflachung
der Messkurve innerhalb der ersten zwei Sekunden kann so allerdings nicht erklärt werden. Um die-
se offensichtliche Abweichung der Messungen näher zu untersuchen wurde im nächsten Versuch der
Einfluss der Flussgeschwindigkeit der Reaktionslösungen auf die Messung untersucht.
3.4.4 Einfluss der Flussgeschwindigkeit auf das Messergebnis
Aufgrund des unterschiedlichen Kurvenverlaufs in den vorangegangenen Messungen (siehe Abb.
3.15 und 3.16) wurde in einem Testexperiment der Einfluss der Flussgeschwindigkeit auf die eigent-
liche Messung überprüft. Im ”Stopped-Flow”-Gerät ist es möglich die Geschwindigkeit, mit der die
Flüssigkeitssäule durch die Zuleitungen und den Mixer in die Beobachtungsküvette gedrückt wird,
zu beeinflussen. Die Spritzen des ”Stopped-Flow” wurden so programmiert, dass sie in einer vorge-
gebenen Zeit ein festgelegtes Volumen Lösung durch die Zuleitungen drücken. Daraus ergaben sich
die verschiedenen Flussgeschwindigkeiten. Die Schuss-Sequenz und die Beladung der Spritzen sind
in Tabelle 3.8 angegeben. Es wurden insgesamt sechs unterschiedliche Messungen durchgeführt. Die
Schusszeiten wurden dabei zwischen 50 und 1600 ms eingestellt (50, 100, 200, 400, 800 und 1600 ms).
Daraus ergaben sich Flussgeschwindigkeiten zwischen 4 ml/s bei einer Schussgeschwindigkeit von
50 ms und 0.125 ml/s bei 1600 ms Schussgeschwindigkeit. In Abbildung 3.17 ist das Ergebnis dieser
Messung dargestellt. Die dargestellten Kurven sind jeweils aus fünf aufeinander folgenden Messun-
gen gemittelt.
Das Ergebnis bestätigt den Einfluss der Schussgeschwindigkeit auf die eigentliche Messung. Ver-
gleicht man die Ergebnisse bei hohen Geschwindigkeiten (vgl. Abbildung 3.17 A, blaue Kurve), so
erkennt man keine ”Verzögerung” des Wachstums mehr. Auch bei der Messung der entsprechenden
Tetramerkonzentration werden während der ersten Sekunden keine Schwankungen in der Streuinte-
sität mehr verzeichnet (Abbildung 3.17 B, blaue Kurve). Wird die Geschwindigkeit verlangsamt, so
kann man deutlich die Bildung der scheinbaren Wachstumsverzögerung erkennen. Ebenso tauchen
die Schwankungen in der Streuintensität der Tetramelösung innerhalb der ersten Sekunden bei diesen
Messungen wieder auf (vgl. Abbildung3.17 A & B, rote und grüne Kurve). Bei einer Flussgeschwin-
digkeit von 0.25 ml/s kann man deutlich die Bildung eines Plateaus während des laufenden Schusses
erkennen. Hier halten sich das laterale Wachstum und die Flussgeschwindigkeit die Waage (vgl. Ab-
bildung 3.17 A, grüne Kurve ab 0.5 sek.). Nach dem Stoppen steigt die Streuintensiät nochmals an
und man erhält wieder eine abflachende Kurve. Bei der letzten Messung mit einer Flussgeschwindig-
keit von 0.125 ml/s verschwindet das Plateau während des Schusses. Hier kann man das Wachstum
schon in der langsam fließenden Flüssigkeitssäule nachweisen (vgl. Abbildung 3.17 A, Magenta Kur-
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Abbildung 3.17: Die Abbildung zeigt die Messergebnisse für verschiedene Flussgeschwindigkeiten zwi-
schen 2 ml/s und 0.125 ml/s. Die Messungen für die Geschwindigkeiten von 50 und 400 ms (4 ml/s und 0.5
ml/s) sind hier weggelassen. Bei 4 ml/s Flussgeschwindigkeit war keine sinnvolle Messung mehr möglich.
Zwischen 1 und 0.5 ml/s war kein deutlicher Unterschied erkennbar, weswegen die Messung mit 0.5 ml/s
der Übersichtlichkeit halber nicht gezeigt ist.
Tabelle 3.8: Schuss-Sequenz für die Messung des Einflusses der Flussgeschwindigkeit.
Zeit [ms] 200 200 5000 50 - 1600*
Spritze 1 [µl]# 100
Spritze 2 [µl] 200 100
Spritze 3 [µl] 200
#: Spritze 1: Vimentin mit 0.4 mg/ml, Spritze 2: 2x Assemblypuffer (2 mM Phosphat, pH 7.5, mit 200 mM
KCl), Spritze 3: Pi-Puffer (2 mM Phosphat, pH 7.5).
*: Der eigentliche Schuss wurde mit sechs unterschiedlichen Schussgeschwindigkeiten durchgeführt: 50,
100, 200, 400, 800 und 1600 ms. Dies ergab Flussgeschwindigkeiten zwischen 4 und 0.125 ml/s.
ve zwischen 0 und 2 sek.). Nach dem Stopp sieht man hier auch kein Abflachen der Kurvemehr. Diese
Geschwindigkeit ist zu langsam um das erste schnelle laterale Wachstum sinnvoll zu verfolgen. An
dem Punkt an dem die Flüssigkeitssäule gestoppt wird ist diese Messung schon am Rande des in-
teressanten Bereichs bzw. über die laterale Wachstumsphase hinaus. Bei der Messung der Tetramere
wird allerdingsweiterhin während der ersten Sekunden eine starke Schwankung des Streulichtsignals
festgestellt.
Für die Messungen zumWachstum von Vimentin sollten daher Flussgeschwindigkeiten in einem Be-
reich zwischen 1 ml/s und 4 ml/s gewählt werden.
3.4.5 Modellierung der Stopped-Flow Kinetik
Im folgenden Abschnitt soll auf die Modifikationen am erweiterten Modell eingegangen werden. Die-
se Änderungen betrafen hauptsächlich den Ausschluss der Gleichungen für das Längenwachstum
sowie die Einführung des Formalismus zur Berechnung der Lichtintensität. In Anlehnung an das in
Kapitel 5.1.2 eingeführte erweiterte Modellwurde der folgende Formalismus verwendet.
dT
dt
= −2k1T
2 (3.10)
dO
dt
= k1T
2 − 2k2O
2 (3.11)
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dH
dt
= k2O
2 − 2k3H
2 (3.12)
dU
dt
= k3H
2 − 2k4U
2 (3.13)
dU2
dt
= k4U
2 (3.14)
Die Streuintensität der einzelnen Zwischenstufen wurde in Abhängigkeit der Streuintensität der Te-
tramerlösung berechnet. Dazu wurde die gemessene mittlere Streuintesität der jeweiligen Tetramer-
konzentration mit dem entsprechenden Faktor (2 für ein Oktamer, 4 für ein Hexadecamer, 8 für ein
ULF) multipliziert. Die endgültige Streuintensität für einen bestimmten Zeitpunkt ergibt sich dann
aus der folgenden Gleichung (beispielhaft für ein ULF):
IntensitaetULF =
U
( c08 )
∗ (8 ∗ IntensitaetTetramer) (3.15)
Hier ist c0 die Anfangskonzentration an Vimentin-Tetrameren in µM und IntensitaetTetramer die ge-
messene mittlere Streuintensität der Tetramerlösung (vgl. Abb 3.15 B) für die jeweilige Vimentinkon-
zentration. Die Gesamtintensität ist dann die Summe der nach Gleichung 3.15 berechneten Streuin-
tensitäten aller gebildeten Zwischenstufen zum jeweiligen Zeitpunkt. Das vollständige Modell als
Eingabeskript für das Programm Berkeley Madonna befindet sich im Anhang (siehe Abschnitt 5.1.3)
3.4.6 Anpassen des Modells an die Stopped-Flow Messdaten
Aufgrund der Ergebnisse zur Flussgeschwindigkeit für dieMessungen anVimentinlösungen (vgl. Ab-
schnitt 3.4.4) wurden nur die Messungen mit dem Modell angepasst, die kein Abflachen des Messsi-
gnals während der ersten 1-3 Sekunden aufwiesen.
Abbildung 3.18: Die Abbildung zeigt die Anpassung des Modells an die Messdaten aus den Stopped-Flow
Experimenten (vgl Abbildung 3.15).A zeigt dieAnpassung desModells an die gemessenen Streuintensitäten
aus dem ”Stopped-Flow”. Der Verlauf der Messkurve ist dabei reproduzierbar. B. Hier sind die Residuen
aufgetragen. Sie zeigen die Differenz der mit demModell berechneten Kurve zu den eigentlichenMessdaten
auf. Bei einer perfekten Übereinstimmung würde die Kurve für jeden Zeitpunkt den Wert Null annehmen.
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Während der Anpassung stellte sich heraus, dass die Parameter für die ersten zwei Assoziationsre-
aktionen, Tetramere zu Oktameren und Oktamere zu Hexadekameren, kaum voneinander abwichen.
Für die endgültigen Anpassungen wurden daher die Parameter k1 und k2 (vgl. 3.4.5) gleichgesetzt.
Der Wertebereich für die nunmehr drei Parameter (k1 = k2, k3, & k4) wurde bei der Anpassung nicht
festgehalten.
In Abbildung 3.18A sind die Ergebnisse der Anpassung des Modells an die gemessenen Wachstums-
kurven dargestellt. Dem gegenüber zeigt Abbildung 3.18 B die Differenz zwischen dem Modell und
den eigentlichen Messdaten für die einzelnen Anpassungen. Die Beschreibung des lateralen Wachs-
tums mit den drei Reaktionsschritten des in dieser Arbeit entwickelten Modells kann den Kurvenver-
lauf hinreichend erklären. Allerdings wird bei einer Konzentration von 0.2 mg/ml Vimentin die Ge-
nauigkeit des Modell geringer. Dieser Umstand wird am Ende der Arbeit (s. Diskussion, Kapitel 4.3)
eingehend beleuchtet. Darüber hinaus bestätigte das Ergebnis die Aussagen des einfachenund erwei-
terten Modells im Hinblick auf die abgeschätzte Geschwindigkeitskonstante von 20x10−6M−1s−1.
Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass die Geschwindigkeit der lateralen Assoziationschritte nicht
gleich ist, und das schon während der ersten 20 Sekunden eine Verlängerung der ULFs stattfindet
(s. Tab. 3.9, k4). Die errechneten Geschwindigkeitskonstanten decken sich daher gut mit den vorher-
gehenden Resultaten der Wachstumskinetik über 20 Minuten.
Tabelle 3.9: Anpassung des Modells (vgl. 3.4.5) an die gemessenen ”Stopped-Flow”-Daten .
Proteinkonz. Parameter
[mg/ml], ([µM]) k1 = k2 [1x10−6M−1s−1] k3 [1x10−6M−1s−1] k4 [1x10−6M−1s−1] χ2
0.2, (0.94) 34.01 0.73 0.01 0.057
0.16, (0.75) 32.52 2.97 0.11 0.031
0.12, (0.56) 70.49 6.29 0.21 0.018
0.1, (0.47) 51.01 2.32 0.10 0.017
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Kapitel 4
Diskussion
Wo bist Du zwischen zwei Gedanken
4.1 Untersuchung der Wachstumskinetik
Die Selbstorganisation (engl. ”self-assembly”) ist ein allgemein gültiges Prinzip, dass man in allen Be-
reichen der Biologie finden kann, sei es auf der molekularen oder makroskopischen Ebene. Mit dem
Begriff Selbstorganisation wird ein Prozess beschrieben, der aus vorhandenen, ungeordneten Kompo-
nenten definierte Strukturen und Muster erzeugt. Die in dieser Arbeit untersuchte Wachstumskinetik
von Vimentin zu langen IFs ist ein Beispiel für eine intermolekulare Selbstorganisation. Die Vorstu-
fen der Filamente, das Protein Vimentin, kann ohne weitere Einwirkung oder Steuerung von außen
lange Filamente bilden. Obwohl in dieser Arbeit der Schwerpunkt auf der Beobachtung der Vimentin-
Wachstumskinetik lag, ist die Fähigkeit zur Selbstorganisation allen IF-Typen gemein.
Der Prozess der molekularen Selbstorganisation ist in Zellen ein wichtiges Funktionsmerkmal. So be-
sitzen alle drei Komponenten (AF, MT und IFs) des Zytoskeletts die Fähigkeit zur Bildung langer
Filamente aus den jeweiligen Vorstufen (Aktin, Tubilin und z.B. Vimentin). Ebenso ist der Aufbau der
Zellmembranen aus Lipiden ein Beispiel molekularer Selbstorganisation. Die für neurodegenrative
Krankheiten verantwortlich gemachten Prionen sind ebenfalls ein Beispiel für die Bildung von geord-
neten Strukturen aus Vorstufen. Hier bilden falsch gefaltete Proteine unlösliche amyloide Fasern aus,
die z.B. eine Krankheit wie BSE oder CJD auslösen [22].
Auch für die Nanotechnologie ist das Verstehen von selbstorganisierenden Molekülstrukturen ein
wichtiger Aspekt. Diese Methode wird gemeinhin als Ansatz gesehen kleinste Strukturen von Grund
auf herzustellen und nicht auf Grundlage einer Schablone, die aus einem bestehenden Material her-
ausgearbeitet wird (”Bottom-Up”-Ansatz).
Ein wichtiger Teil zum Verständnis des selbstorganisierendenWachstums ist die genaue Kenntnis der
Kinetik dieses Prozesses. Die Ziele dieser Arbeit waren, die Wachstumskinetik für IFs zu untersuchen
und zu quantifizieren. Für das Wachstum von Aktinfilamenten und Mikrotubuli wurden die Reakti-
onskinetiken einschließlich der Geschwindigkeitskonstanten schon abgeleitet [70, 69, 68, 103, 102, 99].
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Am Beispiel des Typ III IFs Vimentin wurde damit begonnen, dies auch für IFs zu etablieren. Die Un-
tersuchung der Wachstumskinetik von Vimentin ging einher mit der Entwicklung eines Modells, mit
dessen Hilfe numerische Simulationen mit den gewonnen Ergebnissen verglichen werden konnten.
Um die Messdaten mit den Modellrechnungen vergleichen zu können, musste vorher überprüft wer-
den, ob die Messungen mit dem EM und SFM vergleichbare Daten liefern. Für die Entwicklung des
kinetischen Modells wurde zuerst ein möglichst einfacher Reaktionsverlauf auf Grundlage früherer
Beschreibungen der Wachstumskinetik [41] angenommen. Da dieses Modell die Messergebnisse nicht
hinreichend genau beschreiben konnte, wurde eine erweiterte Version des Modells erstellt. Mit dieser
Modellbeschreibung konnten zusätzlich verschiedene Szenarien des Filamentlängenwachstums simu-
liert werden. Schließlich wurde auf diese Weise ein Szenario gefunden, welches das Längenwachstum
am besten beschreiben konnte.
Diese Betrachtungen konnten allerdings nicht die Reaktionskinetik des Filamentwachstum während
der ersten Millisekunden bis hin zu einigen Sekunden verfolgen. Diese Lücke wurde mit Hilfe von
Versuchen mit der ”Stopped-Flow”-Technik geschlossen. Im Folgenden werden die oben aufgeführ-
ten Punkte der Wachstumsmessung mit dem EM und SFM sowie die Problematik der Messungen mit
dem ”Stopped-Flow” noch einmal eingehend diskutiert.
4.2 EM- und SFM-Kinetikmessungen
Das Längenwachstum der Vimentinfilamente über einen Zeitraum von einigen Sekunden bis hin zu
mehreren Minuten wurde durch Analyse der Filamentpopulationen mit Hilfe von Elektronen- und
Rasterkraftmikroskopie über einen Zeitraum von mehreren Minuten verfolgt. Dafür wurden die Fila-
mente entweder fixiert (EM) oder in der verwendeten Pufferlösung auf eine Oberfläche aufgebracht
(SFM). EMwurde hier gewählt, da die Vimentinfilamente in hoher Auflösung untersucht werden kön-
nen. Allerdings müssen die Proben im EM unter nicht nativen Bedingungen betrachtet werden. Auf
der anderen Seite sind die IFs an sich schon gut mit dem EM charakterisiert (siehe z.B. [44]). Daher
konnte mit Hilfe der Bilder aus dem EM auch die Qualität der Vimentinfilamente beurteilt werden.
Dem gegenüber wurden die Filamente mittels Rasterkraftmikroskopie (SFM) aufgenommen. Im Un-
terschied zum EM konnten dabei die hoch aufgelöste Aufnahmen direkt im verwendeten Phosphat-
puffer, unter quasi-nativen Bedingungen, durchgeführt werden. Durch den Vergleich der Bilder aus
beiden Mikroskopen konnte gezeigt werden, dass beide Techniken miteinander vergleichbare Ergeb-
nisse liefern (siehe auch Abbildung 3.3 und 3.4). Dies wurde auch schon an anderer Stelle bestätigt
[55]. Auf Grundlage der EM- und SFM-Aufnahmen wurde die Flexibilität der Filamente berechnet.
Verhalten der IFs auf verschiedenenOberflächen
Beim Wachstum der Vimentinfilamente in vitro entsteht eine Verteilung unterschiedlicher Filament-
längen. Durch das Aufbringen der Lösung, auf die verschiedenen Trägeroberflächen der Mikroskope,
wurde diese sichtbar gemacht. Das Wachstum von filamentförmigen Polymeren mit Hilfe der Län-
genverteilung nach verschiedenen Zeitschritten zu untersuchen, wurde schon an anderer Stelle vor-
geschlagen [12]. Briehl et al. bestätigten ebenfalls, dass mit dieser Technik Aussagen über den Wachs-
tumsmechanismus möglich sind.
Da hier keine anderen Messungen als Vergleich herangezogen werden konnten, musste getestet wer-
den, ob sich die gemessene Verteilung bei unterschiedlichen Adsorptionszeiten auf verschiedenen
Oberflächen ändert. Zusätzlich wurde überprüft wie groß der Unterschied zwischen den verschiede-
nen Oberflächen im EM (Kohlefolie) und SFM (Glimmer, Glas) ist. Die Ergebnisse, die in Kapitel 3.1.3
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und Abbildung 3.2 dargestellt sind, belegen, dass die per EM und SFM gemessenen Filamentlängen
vergleichbar sind. Allerdings zeigten die Ergebnisse, dass die Glasoberfläche keine gute Wahl für ei-
ne Kinetikmessung ist. Außerdem spielt die Adsorptionszeit eine entscheidende Rolle. Lässt man die
Filamente zu kurz an die Oberfläche adsorbieren, werden im folgenden Waschschritt viele längere
Filamente wieder abgewaschen und bei der anschließenden Auswertung wird eine falsche Verteilung
gemessen. Zudem wird dadurch der aus der Verteilung ermittelte Wert für die mittlere Länge der Fi-
lament zu kurz werden. Auf der anderen Seite erhält man bei zu großen Adsorptionszeiten eine mit
Filamenten überladene Oberfläche, so dass eine sinnvolle Auswertung der einzelnen Konturlängen
nicht mehr möglich ist. Die in Kapitel 3.1.3 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass sich bei längeren Ad-
sorptionszeiten der aus den gemessenen Verteilungen ermittelte Wert für die mittleren Filamentlän-
gen nicht mehr signifikant ändert. Allerdings konnten Adsorptionszeiten oberhalb von fünf Minuten
nicht ausgewertet werden: Hier lagen die Filamente zu dicht übereinander und die Konturlängen der
einzelnen Filamente waren nicht sauber zu bestimmen. Nach zwei Minuten Adsorptionszeit dagegen
ist eine Auswertung noch sehr gut möglich. Hier waren genügend Filamente auf den Oberflächen, so
dass eine sinnvolle Auswertung möglich war.
Mit demWilcoxon-Vorzeichen-Rangsummentest [104] konnte bestätigt werden, dass die gemessenen
Verteilungen auf Kohlefilmen (EM) und Glimmer (SFM) innerhalb eines Signifikanzniveaus von 0.05
nicht voneinander abweichen. BeideMethoden liefern also beim Einsatz dieser Oberflächen vergleich-
bare Ergebnisse (siehe Kapitel 3.1.3). Die Ergebnisse der Glasoberfläche waren nicht mit den anderen
Ergebnissen vergleichbar. Dies konnte ebenso mit demWilcoxon-Vorzeichen-Rangsummentest bestä-
tigt werden (siehe Kapitel 3.1.3).
Der Grund dafür, dass die Ergebnisse auf der Glasoberfläche von denen auf Glimmer und auf Kohle-
filmen abweichen, liegt sehr wahrscheinlich in der Vorbereitung dieser Oberfläche. Um eine saubere
Glasoberfläche für das SFM zu erhalten, wurde diese in Caro’-scher Säure gereinigt (siehe Abschnitt
2.4.3). Diese Behandlung führt zu einer sauberen und hydrophilen Glasoberfläche, die für die Un-
tersuchung der Filamente im SFM prinzipiell geeignet ist. Die hydrophilen Eigenschaften der Glaso-
berfläche nehmen aber sehr schnell ab und beeinflussen die Adsorptionskinetik der Filamente. Um
eine solche Glasoberfläche in Kinetikmessungen wie sie hier durchgeführt wurden einzusetzen, müs-
ste sichergestellt sein, dass die Reinigung immer kurz vor der eigentlichen Messung stattfindet. Da
dies aber einen unverhältnismäßig hohen Aufwand darstellt, wurde auf weitere Messungen auf der
Glasoberfläche für die Wachstumskinetik verzichtet.
Modellierung der Wachstumskinetik
Im ersten Schritt wurde versucht, einmöglichst einfachesModell für das Filamentwachstum anzuneh-
men, das die vorherigen Ergebnisse berücksichtigt [41]. Daher wurde für die Wachstumskinetik ein
Reaktionschema entwickelt, das zuerst einmal das laterale Wachstum von ULFs beschreibt (siehe Ab-
schnitt 3.2.1). Mit Hilfe der analytischen Ultrazentrifuge konnte gezeigt werden, dass Vimentin nach
der Dialyse in dem verwendeten Phosphatpuffer in Form von Tetrameren vorliegt (siehe Abschnitt
3.1.1). Aus diesemGrund wurde bei derModellierung von Tetrameren als Startmolekül ausgegangen.
In dem Modell bilden dann jeweils zwei Tetramere ein Oktamer, zwei Oktamere ein Hexadekamer
und zwei Hexadekamere ein ULF. Diese drei Reaktionen sind die einfachste Variante, um von Te-
trameren zu ULFs zu kommen. Natürlich wäre jede andere Kombination von Vorstufen denkbar, z.
B. könnten auch Tetramere mit Oktameren reagieren. Würden alle möglichen Kombinationen in ein
Modell überführt werden, müssten für die Bildung von ULFs aus Tetrameren 16 verschiedene Reak-
tionen beschrieben werden. Ein Modell mit alleine 16 verschiedenen Reaktionsgleichungen für das
91
4.3. STOPPPED-FLOW-KINETIKEN KAPITEL 4. DISKUSSION
laterale Wachstum und der entsprechenden Anzahl an Geschwindigkeitskonstanten wäre an dieser
Stelle nicht sinnvoll. Es wäre nicht möglich, ernsthafte Aussagen über die Wachstumskinetik zu tref-
fen, da zu viele verschiedene Parameter das Ergebnis beeinflussen würden.
Im ersten Ansatz wurde daher die Bildung von ULFs mit drei Reaktionen beschrieben. Weiterhin
wurde kein Unterschied zwischen ULFs und Filamenten gemacht (vgl. ”einfaches Modell” Abschnitt
5.1.1). Es stellte sich heraus, dass eine Beschreibung der Messdaten mit diesem Ansatz nicht mög-
lich war. Allerdings konnte eine Untergrenze für die Geschwindigkeitskonstante des lateralenWachs-
tums vom Tetramer zum ULF abgeschätzt werden. Diese müssen mindestens in einem Bereich von
k1 > 10−6M−1s−1 liegen (siehe Abb. 3.6).
Um das beobachtete mittlere Längenwachstum der Filamente besser zu beschreiben wurde das Mo-
dell um zwei Reaktionen erweitert (vgl. ”erweitertes Modell”, Abschnitt 5.1.2). Filamente und ULFs
werden dadurch getrennt betrachtet. Im erweiterten Modell besteht die Möglichkeit, dass Filamente
durch die Anlagerung von ULFs, Tetrameren, oder durch End-zu-End-Fusion von langen Filamenten
weiter wachsen können. Mit diesemAnsatzwar esmöglich verschiedene Szenarien des Längenwachs-
tums zu überprüfen. Auf diese Weise konnten die Szenarien, die überhaupt keine Ähnlichkeit mit den
gemessenen MFL zeigten, ausgeschlossen werden. Gleichzeitig konnten auf diese Weise auch dieje-
nigen Mechanismen des Filamentlängenwachstums ausfindig gemacht werden, die wesentlich zum
Filamentwachstum beitragen bzw. keinen signifikanten Einfluss darauf haben sowie welche Reaktio-
nen zur Erklärung der gemessenen Ergebnisse notwendig sind. Insgesamt stellte sich heraus, dass
sowohl die Anlagerung von ULFs als auch die End-zu-End-Fusion längerer Filamente benötigt wird,
um die Messdaten beschreiben zu können. Tetramere alleine können nicht die treibende Kraft hinter
dem longitudinale Wachstum der Vimentinfilamente sein. In Abschnitt 5.1.2 sind die Ergebnisse der
verschiedenen Szenarien dargestellt.
Szenario 5 konnte die Messdaten am besten beschreiben. Durch Anpassung des Modells an die Daten
wurden erste Geschwindigkeitskonstanten für das Längenwachstum ermittelt (s. Abschnitt 3.3).
Mit Hilfe der Mikroskope und der Präparationstechniken ist eine zeitliche Auflösung im Bereich von
einigen Sekunden möglich. Die erste Kinetik des lateralen Wachstums ist schneller, daher wurde sie
mit der ”Stopped-Flow”-Methode bestimmt. Die Ergebnisse werden im Folgenden diskutiert. Eine ab-
schließende Diskussion des kinetischen Modells für das Filamentwachstum schließt daran an (siehe
Abschnitt 4.4)
4.3 Stoppped-Flow-Kinetiken
Im ”Stopped-Flow”-Gerät (SFM-3) können durch schrittmotorgetriebene Spritzen die Reaktionslösun-
gen sehr schnell vermischt und die Reaktion im Millisekundenbereich optisch verfolgt werden. Vor-
aussetzung für die quantitative Analyse der Kinetik mit Hilfe des SFM-3 war die Gültigkeit der Licht-
streuungstheorie. Diese besagt, dass ein Anstieg der gemessenen Lichtintensität des Streulichtes pro-
portional zur Zunahme des Molekulargewichtes ist. Dies gilt strikt nur dann (s. Abschnitt 2.8), wenn
die gemessenen Strukturen klein (~ λ10 ) gegenüber der eingesetzten Lichtwellenlänge sind. Werden die
gemessenen Teilchen größer, spielt die Interferenz mehrerer Streuzentren innerhalb eines Moleküls
eine Rolle, um so mehr, je größer das Molekül wird. Daher wurde die Auswertung und Anpassung
des Modells für die erste Kinetik nur für die Ergebnisse innerhalb der ersten 20 Sekunden nach Start
des Wachstums durchgeführt. Innerhalb dieses Zeitrahmens werden im EM und SFM nur Filament-
stücke von der Länge eines bzw. zweier ULFs gefunden. Zudem sollte mit dem SFM-3 auch nur die
Anfangsphase der Assoziation überprüft werden.
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Durch Messungen mit der Vimentin-Rod Mutante (s. Abschnitt 3.4.2) konnte zusätzlich bestätigt wer-
den, dass bei einem Molekül von der Form eines IF bei Dimerisierung das Streusignal tatsächlich um
den Faktor zwei ansteigt.
Das erweiterteModell (s. Abschnitt 3.2.2) konnte direkt für die Anpassungen an die SFM-3-Ergebnisse
eingesetzt werden. Es musste lediglich der Formalismus zur Berechnung der mittleren Filamentlän-
ge gegen die Berechnung der Streuintensität ausgetauscht werden (s. Abschnitt 3.4.5). Die Anpas-
sung des Modells an die Messergebnisse zeigte, dass die ersten zwei Reaktionsschritte, das Zusam-
menlagern von Tetrameren zu Oktameren sowie die Bildung von Hexadekameren aus Oktameren,
mit derselben Geschwindigkeit ablaufen. Die entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten wurden
daher hier gleichgesetzt, was auch die Anzahl der freien Parameter für die Anpassung reduzierte.
Für die vorangegangenen Messungen mit EM und SFM wurde für das erste laterale Wachstum eine
Geschwindigkeitskonstante von 20 ∗ 10−6M−1s−1 abgeschätzt (s. Abschnitt 5.1.1). Diese geschätzte
Konstante war für jeden Schritt des lateralen Wachstums gleich. Im SFM-3 dagegen, wurde für die
ersten beiden Reaktionsschritte 2T → O und 2O → H eine Geschwindigkeitskonstante im Bereich
zwischen 35 und 75 ∗ 10−6M−1s−1ermittelt. Der dritte Schritt, die Bildung eines ULFs (2H → ULF),
war verhältnismäßig langsamer und lag im Bereich von 1 und 6 ∗ 10−6M−1s−1. Betrachtet man die
laterale Reaktion in ihrer Gesamtheit, also nur die Bildung der ULFs, so passen die im SFM-3 ermit-
telten Geschwindigkeitskonstanten gut zu den vorher abgeschätzten. Im Gegensatz zur vorherigen
Annahme laufen die ersten zwei Schritte zwei- bis dreimal so schnell ab wie angenommen. Die Asso-
ziation der Hexadekamere hingegen ist anscheinend mindesten fünfmal langsamer. Prinzipiell muss
die Geschwindigkeit abnehmen, da die Konzentration der Hexadekamere, im Gegensatz zu der der
Tetramere zu Beginn der Reaktion geringer ist. Die Wahrscheinlichkeit, dass sich zwei Hexadekame-
re treffen und zu einem ULF reagieren, ist daher niedriger als z. B. die Bildung eines Oktamers aus
zwei Tetrameren am Anfang der lateralenWachstumsphase. Die Abschätzung ergab daher schon eine
relativ gute Annäherung, wohingegen die Messungen mit dem SFM-3 den Bereich noch weiter ein-
grenzen konnten.
Während der Anpassung des Modells zeigte sich, dass diese bei der Konzentration von 0.2 mg/ml
Vimentin an Genauigkeit verliert. Ob sich dieser Effekt bei höheren Konzentrationen fortsetzt und
daher eine Erweiterung der Beschreibung des lateralen Wachstums nötig wird, konnte im Rahmen
dieser Arbeit leider nicht mehr überprüft werde. Die Messungen mit höheren Vimentinkonzentatrio-
nen wurden durch die Bildung von Artefakten zerstört (s. Abschnitt 3.4.3). An dieser Stelle sei noch
erwähnt, dass nicht nur, wie hier vorgestellt, die Flussgeschwindigkeit einen Einfluss auf die Arte-
faktbildung haben kann. Werden Lösungen mit unterschiedlicher Dichte oder Viskosität untersucht,
können durch eine unvollständige Vermischung sogenannte Konvektionsartefakte entstehen. Diese
treten zwischen zwei Sekunden und einigen Minuten nach dem Stopp auf und sind durch einen wel-
lenförmigen Verlauf des Messsignals gekennzeichnet. Der Einfluss einer guten Vermischung könnte
neben der Flussgeschwindigkeit gerade bei höheren Proteinkonzentrationen einen signifikanten Ein-
fluss haben und sollte bei weiterführenden Messungen beachtet werden.
Eine genauere Bestimmung der Reaktionskinetik des lateralen Wachstums war im Rahmen dieser
Arbeit nicht mehr möglich. Allerdings deutete schon die erste Abschätzung der Geschwindigkeits-
konstante für das laterale Wachstum auf ein Ergebnis in dieser Größenordnung hin.
Eine neue Anpassung des erweiterten Modells an die EM- und SFM-Ergebnisse mit dem im SFM-3 er-
mittelten Wert wurde nicht mehr durchgeführt, da sich die Werte der Anpassung nicht mehr änderten
(Daten dazu nicht gezeigt).
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4.4 IF-Wachstum - ein Modell
Die Beobachtungen des Filamentwachstums von Vimentin in vitro von Sekunden (”Stopped-Flow”)
bis in den Minutenbereich (EM und SFM) lassen sich gemeinsam mit den Modellbetrachtungen zu
folgendem Bild zusammenfügen: Das Längenwachstum der IFs benötigt im wesentlichen zwei Re-
aktionen, die Addition von ULFs an Filamentenden sowie die Fusion von Enden längerer Filamente.
Dieses Ergebnis bestätigt frühere Beobachtungen auf diesem Gebiet [41, 43]. Zusätzlich dazu unter-
stützt das hier vorgestellte Modell die Aussage, dass ULFs die produktiven Elemente während der
frühen Wachstumsphase darstellen (vgl Abbildung 3.9 C). Wie schon weiter oben erwähnt, startet das
hier entwickelte Modell mit Vimentin-Tetrameren als kleinste Einheit. Die Annahme, dass Tetramere
in vitro im Pi-Puffer ohne zusätzliches Salz die kleinste Einheit darstellen, konnte mit der analytischen
Ultrazentrifuge in dieser Arbeit nochmals bestätigt werden (s. auch [56]). Für Vimentin konnte gezeigt
werden, dass es auch in vivo als Tetramer vorliegen kann [81].
Die hier eingesetzten Methoden waren nicht in der Lage, die Existenz verschiedener Zwischenstufen
während der ersten lateralen Wachstumphase nachzuweisen. Die Vorstellung, dass dieser Teil des IF-
Wachstums von Tetrameren über Oktamere hin zu Hexadekameren und schließlich zu ULFs führt, ist
zuerst einmal eine unbewiesene, aber plausible Annahme. Allerdings konnten neuere Messungen mit
Röntgenkleinwinkelstreuung (SAXS) zeigen, dass Oktamere beim lateralen Wachstum von Tetrame-
ren hin zu ULFs gebildet werden [82].
Auf Grundlage dieser Ergebnisse kann das IF-Wachstum wie folgt beschrieben werden (siehe auch
Abb. 4.1): Während der ersten Sekunden findet ein laterales Wachstum von Tetrameren hin zu einem
ULF statt. Daran angeschlossen findet das Längenwachstum statt, welches hauptsächlich durch zwei
Reaktionen (s. Abbildung 4.1 B & C) vorangetrieben wird: Die Anlagerung eines ULF an ein Filament
oder die End-zu-End Fusion längerer Filamente. Den Mechanismus der ULF-Anlagerung an ein Fila-
ment kann man teilweise auch im SFM beobachten. Allerdings werden ULFs und Filamente während
dieses Vorgangs auf der verwendeten Oberfläche festgehalten, und man kann kein weiteres Zusam-
menwachsen feststellen. In Abbildung 4.2 A ist ein solches Bild aus dem SFM gezeigt. Der schwarze
Pfeil markiert die Stelle an der sich eine ULF-ähnliche Struktur direkt an ein längeres Filament anla-
gert. Die Messung dieses ULF-ähnlichen Filamentstückes (s. Abb. 4.2 B) ergab eine Länge von ~77nm.
Berücksichtig man die scheinbare Verbreiterung der Probe durch die SFM-Spitze (s. Abschnitt 2.4.2),
deren Endradius mit ~20 nm angegeben ist, so hat dieses Filamentstück durchaus eine Länge, die im
Bereich eines ULFs (~ 60 nm) liegt.
Vergleicht man die hier ermittelten Geschwindigkeitskonstanten für das Wachstum der Vimentin-
IFs mit den bekannten Werten für AF oder MT, so stellt man fest, dass sich diese in einem ähnli-
chen Bereich bewegen. So wurde für das Wachstum von AF Geschwindigkeitskonstanten zwischen
0.08 und 1.4 10−6M−1s−1 für die erste Bildung eines Wachstumkeims errechnet. Die Verlängerung der
AF geschieht dann je nach den vorherrschenden Umgebungsbedingungen mit einer Geschwindig-
keitskonstante im Bereich zwischen 0.02 und 12 ∗ 10−6M−1s−1 [50, 75]. Für MT wurden Geschwin-
digkeitskonstanten zwischen 4.3 bzw. 8.9 10−6M−1s−1 für das Wachstum des Plus- und Minusende
berechnet [100]. Die Ergebnisse für das Vimentinwachstum fügen sich daher trotz des andersartigen
Reaktionsverlauf in das Gesamtbild der ermittelten Geschwindigkeitskonstanten der Zytoskelettfila-
mente ein.
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Abbildung 4.1: Die Abbildung zeigt schematisch den Verlauf des IF-Wachstums, der von den Ergebnissen
dieser Arbeit gestützt wird. A. Das Modell besagt, dass IF-Proteine zuerst durch laterales Wachstum ein
ULF bilden. B. & C. Das Längenwachstum wird hauptsächlich durch zwei Mechanismen vorangetrieben;
ULF-Addition an Filamentenden und End-zu-End Fusion.
Abbildung 4.2:Diese Aufnahme erfolgtemit dem SFMund zeigt Filamente im Puffer (2mMPhosphatpuffer
+ 100 mM KCl , pH 7.5) auf einer Glimmeroberfläche. Der Pfeil markiert eine Stelle, an der sich gerade ein
ULF-ähnliches Filamentstück an ein längeres Filament anlagert.
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4.5 Relevanz für das Wachstum von IFs in der Zelle
Die Untersuchungen zum Wachstum von MT und AF in vitro erbrachten sehr wertvolle Informatio-
nen und Erkenntnisse im Bezug auf ihre Dynamik sowie der molekularen Mechanismen, die für ihr
Wachstum bzw. ihr Auflösen verantwortlich sind [75, 93]. Diese Arbeiten zeigten zudem die Grenzen
dessen auf, was man mit in vitroMessungen lernen kann. In lebenden Zellen existieren weitere Fakto-
ren, die das Zytoskelett und dessen Filamente beeinflussen. Dies sind Chaperone, assoziierte Proteine,
organisierende Zentren (Zentriolen bzw. MTOC) oder posttranslationale Modifikationen. Bei Messun-
gen in vitrowerden diese Faktoren nicht beachtet. IFs stellen allerdings ein sehr gutes Objekt für die in
vitro Untersuchung dar, weil sie sich sogar nachdem sie denaturiert wurden, wieder zu funktionalen
Proteinen zurück falten. Diese Fähigkeit grenzt die IFs von den beiden anderen Filamentsystemen ab,
die dazu nicht in der Lage sind. Zudem können IF-Proteine ohne weitere Kofaktoren zu langen Fi-
lamenten zusammenwachsen. Es wird nur eine entsprechende Ionenstärke (z. B. pH 7.5 mit 100 mM
KCl in 2 mM Phosphatpuffer) benötigt.
IFs liegen in vivo phosphoryliert vor. Allerdings hat das Entfernen solcher Modifikationen kaum Ein-
fluss auf das Wachstumsverhalten der IFs in vitro [87]. Phosphorylierungen an bestimmten Stellen im
Protein lösen eher das Zerfallen der Filamente in die Untereinheiten aus. Dieser Vorgang ist in vivo
sowie in vitro nachvollziehbar [67]. Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigten, dass Filamente durch
das Zusammenlagern ihrer Enden weiterwachsen können. Dieser Vorgang kommt in der Tat auch
in Zellen vor. Bei Experimenten mit GFP-markierten Proteinen im Lichtmikroskop wurde die Beob-
achtung gemacht, dass das Wachstum der Vimentinfilament-Netzwerke durch das Verschmelzen von
leuchtenden ”Punkten” - Strukturen unterhalb des optischen Auflösungsvermögens (~ 0,2 µm) - mit
deren Enden, voranschreitet. Diese wurden ”Squiggles” genannt. Weiterhin wurde beobachtet, dass
diese ”Squiggles” weiterwachsen, während sie durch MT-assoziierte Motorproteine zur Zellperiphe-
rie transportiert werden. Dort erfolgt dann eine Integration der ”Squiggles” in das vorhandene Fila-
mentnetzwerk [39, 76].
Einen ähnlichen Vorgang kann man auch bei dem neuronalen IF-Protein Peripherin beobachten. Peri-
pherin wächst zuerst einmal zu kurzen Filamentstücken zusammen. Diese werden entlang des Axons
transportiert und dann in vorhandene lange Filamente integriert [40, 19]. Man kann daher annehmen,
dass die oben erwähnten ”Punkte” bzw. die kurzen Filamente mit ULFs oder ULF-ähnlichen (2 - 3
ULFs) Strukturen identisch sind. Darüber hinaus belegen diese Beobachtungen, dass neu entstandene
Filamente in das bestehende Netzwerk integriert werden können. Der Mechanismus der End-zu-End
Fusion muss also auch in vivo existieren, da diese Filamentstücke mit den Enden bestehender Fila-
mente zusammengeführt werden.
4.6 Abschließende Betrachtung und Ausblick
Die hier angeführten Ergebnisse stellen eine erste quantitative Betrachtung des IF-Wachstums am Bei-
spiel des Proteins Vimentin dar. Für die in vitro-Experimente und das Modell wurde von Tetrameren
ausgegangen. Dieser Ansatz ist durchaus realistisch, da Vimentin-Tetramere auch als solche in Zellen
vorkommen können [81]. Es konnte gezeigt werden, dass die Reaktionskinetik dem von Herrmann
und Aebi [41] vorgeschlagenen Modell folgt. Hierbei konnte auch gezeigt werden, das ULFs tatsäch-
lich als Zwischenstufe benötigt werden, um die Wachstumskurven zu erklären (s. Abschnitt 3.2.2 ,
Abb. 3.8). Weiterhin konnte an dieser Stelle belegt werden, das eine End-zu-End Fusion längerer Fi-
lamente stattfinden muss. Dieser Mechanismus zur Verlängerung der Filamente wurde in den letzten
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Abbildung 4.3: Die Abbildung zeigt ein beispielhaftes Ergebnis aus dem vorläufigen Verteilungsmodell für
das Filamentwachstum. Das Modell zählt dabei die Anzahl der Filamente einer bestimmten Länge auf Basis
ULFs die in die Filamente integriert wurden. Dargestellt ist die Verteilung angefangen von ULFs nach 70
SekundenWachstum. Die ungleichmäßig verteilten Spitzen imHistogramm könnten ein Anzeichen für eine
End-zu-End Fusion der Filamentstücke sein.
Jahren kontrovers diskutiert. Durch die ”Stopped-Flow”-Messungen konnte zudem die Geschwindig-
keitskonstante für das laterale Wachstum von Vimentin Tetrameren hin zu ULFs bestimmt werden.
Die hier vorgestellten Ergebnisse sind zunächst einmal nur für die Beschreibung des Vimentinwachs-
tums gültig. Es ist aber zu erwarten, dass man für andere IF-Proteine auf gleiche Weise die Reakti-
onskinetik quantifizieren kann. IF-Proteine des gleichen Typs (Typ III), z. B. Desmin oder Peripherin
sollten relativ einfach zu charakterisieren sein. Von Desmin ist bekannt, dass es unter gleichen Bedin-
gungen sehr viel schneller als Vimentin lange Filamente bilden kann. Auf der anderen Seite wurde
für Lamine gezeigt, dass diese bevorzugt über ”Head to Tail”-Wechselwirkungen zusammenwachsen
[89]. Um diese Kinetik weiterzuverfolgen, müsste ein angepasstes Modell entwickelt werden.
Die nächste Herausforderung in dieser Richtung wird die genauere Beschreibung des Filamentwachs-
tums auf Basis eines Verteilungsmodells sein. Dieses Modell ist zur Zeit in Bearbeitung und wird nach
Beendigung dieser Arbeit weiter verfolgt werden. Das Ziel dieses Ansatzes soll es sein, direkt die
Längenverteilung der Filamente zu verschiedenen Zeitpunkten zu simulieren. Abbildung 4.3 zeigt
beispielhaft ein Ergebnis aus den ersten Versuchen mit diesem Ansatz. Dieser Ansatz könnte auf
die Messung des lateralen Wachstums erweitert werden. Durch Röntgenkleinwinkelstreuung (SAXS)
kombiniert mit dem ”Stopped-Flow”wäre es denkbar, auch die Verteilung von Tetrameren, ULFs und
den jeweiligen Zwischenstufen innerhalb der ersten Sekunden zu bestimmen.
Aussagekräftige Modelle zur Quantifizierung der Wachstumskinetik verschiedener IFs sollten es er-
möglichen, die ständigwachsende Anzahl von neu beschriebenenMutationen an IF-Proteinen, welche
die Filamentbildung beeinflussen, auf einer objektiven Basis zu charakterisieren und mit der Wild-
typ-Form zu vergleichen (vgl. auch Abschnitt 1.2). Im Menschen lösen diese Mutationen langsam
fortschreitende, schwerwiegende und oft unheilbare Krankheiten aus [36, 38, 66]. Neuere Studien zu
Myopathien, die auf Desminmutationen zurückzuführen sind, zeigen zudem, dass die strukturelle
Kenntnis des Wachstumsprozesses eine solide Basis darstellt, um überhaupt ein fundiertes Konzept
des Pathomechanismus zu entwickeln [9, 10, 48]. Dazu trägt diese Arbeit in einem ersten Schritt bei.
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Kapitel 5
Anhang
Eine Idee kann man niemals schlüssig beweisen, nur widerlegen
Abbildung 5.1: Gezeigt ist ein Vimentin-Filament auf einer Glasoberfläche aufgenommen in Puffer ( 3D-
Rekonstruktion).
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5.1 Kinetisches Modell, Berkerley Madonna Eingabeskript
5.1.1 Einfaches Modell
Algorithm 1 Berkeley Madonna 8.0 Eingabeskript für das “Einfache Modell”. ULFs und Filamente
werden hier nicht getrennt betrachtet. “;” leitet einen Kommentar ein, der Text hinter einem “;” dient
dazu das eigentlich Skript zu kommentieren.
; Simplified assembly of IFs with "key"-intermediates
; Progressive formation of ULF by lateral annealing of different intermediates ( T -> O -> S -> U)
; Filament nucleation is annealing of two ULFs
; Longitudinal growth annealing of two ULFs or ULF and a Filament
; Intermediates
; T = 1 Tetramer
; O = 2 Tetramers
; H = 4 Tetramers
; U = 8 Tetramers (ULF)
; F = everthying >= 2 ULFs
METHOD RK4
STARTTIME = 0
STOPTIME= 1200
DT = 0.02
; Variables involved
c0 = 0.9 ; Concentration of Tetramers at t(0)
k1 = 1 ; apparent rate constant of lateral assembly (ULF-formation)
kf = 0.5 ; apparent rate constant of longitudinal growth (filament-assembly)
kt = 0 ; apparent rate constant of Tetramer addition
scale = 1000 ; conversion of mL from µm into nm
corr = -0.02 ; Correction-factor for calculation concerning the end (according to Norbert)
tpl = 180 ; tpl = Tetramers per length (according to Basel 180 Tetramers/µm)
; State Variables initial concentration of species
INIT T = c0
INIT O = 0
INIT S = 0
INIT F = 0.001
; Reactions used in the Model
RXN1 = k1 * T * T ; (1) T + T -> O
RXN2 = k1 * O * O ; (2) O + O -> S
RXN3 = k1 * S * S ; (2) S + S -> U
RXN4 = kf * F * F
RXN5 = kt * T * F
; differential equations for tracking intermediates
d/dt(T) = -2*RXN1 - RXN5
d/dt(O) = +RXN1 - 2*RXN2
d/dt(H) = +RXN2 - 2*RXN3
d/dt(F) = +RXN3 +RXN5 - 2*RXN4
; equation for calculation of mean lenght at time t
mL =( ( ( c0 - T - 2*O - 4*H ) / ( tpl * F ) ) + corr ) * scale
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5.1.2 Erweitertes Modell
Algorithm 2 Berkeley Madonna 8.0 Eingabeskript für das “Erweiterte Modell”. ULFs und Filamente
werden hier nun getrennt betrachtet. “;” leitet einen Kommentar ein, der Text hinter einem “;” dient
dazu das eigentlich Skript zu kommentieren.
; Class ULF-Filament Model
; Simplified assembly of IFs with "key"-intermediates
; Progressive formation of ULF by lateral annealing of different intermediates ( T -> O -> S -> U)
; T = 1 Tetramer
; O = 2 Tetramers
; H = 4 Tetramers
; U = 8 Tetramers (ULF)
; F = everthying >= 2 ULFs
METHOD RK4
STARTTIME = 0
STOPTIME= 1200
DT = 0.02
; Variables involved
c0 = 0.9 ; Concentration of Tetramers at t(0) in µM
k1 = 20 ; apparent rate constant of lateral assembly (ULF-formation)
k2 = 0 ; apparent rate constant of two ULF joining
kt = 0 ; apparant rate constant for Tetramers adding to filaments
ku = 0 ; apparant rate constant for ULFs adding to filaments
kf = 0 ; apparant rate constant end-to-end-fusion
scale = 1000 ; conversion of mL from µm into nm
corr = -0.02 ; Correction-factor for calculation concerning the end (according to Norbert)
tpl = 184 ; tpl = Tetramers per length (according to Basel 180 Tetramers/µm)
l_ulf=0.06 ; length of an ULF
offset = 0 ; only used when calculation LS or Stopped-Flow data
; State Variables initial concentration of species
INIT T = c0
INIT O = 0
INIT H = 0
INIT U = 0
INIT F = 0
; Reactions used in the Model
RXN1 = k1 * T * T ; (1) T + T -> O
RXN2 = k1 * O * O ; (2) O + O -> H
RXN3 = k1 * H * H ; (2) H + H -> U
RXN4 = k2 * U * U ; (3) Nucleation : U + U -> F
RXN5 = ku * U * F ; (4) Elongation : U + F ->
RXN6 = kf * F * F ; concentration of free ends
RXN7 = kt * T * F ; Tetramers adding to free F-ends
; differential equations for tracking intermediates
d/dt(T) = -2 * RXN1 - RXN7
d/dt(O) = +RXN1 - 2*RXN2
d/dt(H) = +RXN2 - 2*RXN3
d/dt(U) = +RXN3 -2*RXN4 -RXN5
d/dt(F) = +RXN4 -RXN6
; Mean lenght equation taking 1 ULF as filament
MFL = IF (F <= 0 ) THEN 60 else ( ( ( c0 - T - 2*O - 4*H - 8*U + tpl*l_ulf*U ) / ( tpl * (F+U) ) ) * scale )
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5.1.3 Erweitertes Modell für Stopped-Flow
Algorithm 3 Berkeley Madonna 8.0 Eingabeskript für das “Erweiterte Modell”. Das Modell ist hier
angepasst, um an die Lichtstreuungsdaten des Stopped-Flow angepasst zu werden. Das Modell be-
trachtet nur dasWachstum bis zu zwei ULFs, bzw. eventuellen weiteren Zwischenstufen des lateralen
Wachstum. Durch Aus-/Einkommentieren der Zeilen kann das Script beiden Ansätzen Rechnung tra-
gen “;” leitet einen Kommentar ein, der Text hinter einem “;” dient dazu das eigentlich Skript zu
kommentieren.
METHOD RK4
STARTTIME = 0
STOPTIME=20
DT = 0.02
; *************************************
; * initial Concentration of Tetramers in µM *
; *************************************
c0 = 0.94
TetraScatter = 0.38
Offset = -0.38
; **************************************************
; * State Variables for the different Species concentrations *
; **************************************************
INIT T = c0
INIT O = 0
INIT H = 0
INIT U = 0
INIT U2 = 0
; ***************************
; * Reaction Constants *
; ***************************
k1 =1
k2 = k1
k3 = 1
k4 = 1
; ***************************
; * Reaction Equations *
; ***************************
d/dt(T) = -2*k1*T*T
d/dt(O) = k1*T*T - 2*k2*O*O
d/dt(H) = k2*O*O - 2*k3*H*H
d/dt(U) = k3*H*H - 2*k4*U*U
d/dt(U2) = k4*U*U
; ***************************
; * Light Scattering Stuff *
; ***************************
; Intensity of the different Species at the respective concentration [V]
; Insert Tetramer Scattering Signal for Int_T
Int_T = TetraScatter
Int_O = 2*Int_T
Int_H = 4*Int_T
Int_U = 8*Int_T
Int_U2 = 16*Int_T
; Final Intensity corrected for the concentration and proportion
IntensityT = T/c0*Int_T
IntensityO = O/(c0/2)*Int_O
IntensityH = H/(c0/4)*Int_H
IntensityU = U/(c0/8)*Int_U
IntensityU2 = U2/(c0/16)*Int_U2
; Just the Final Signal
Intensity = (IntensityT + IntensityO + IntensityH + IntensityU + IntensityU2) + Offset
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5.2 Verzeichnis der verwendeten Abkürzungen
% (v/v) Volumenprozent
µl Mikroliter (10−6 Liter)
µm Mikrometer (10−6 Meter)
AF Aktinfilamente
AS Ascorbinsäure
AUZ analytisch Ultrazentrifuge
BSE Bovine Spongiforme Enzephalopathie oder ”Mad Cow Disease”
CJD Creutzfeldt Jakop Disease
CM Carboxymethyl (in der CM-Sepharose)
cm centimeter (10−3 Meter)
DCIP 2,6 Dichlorophenolindophenol
DEAE Diethylaminoethyl (in der DEAE-Sepharose)
DLS Dynamische Lichtstreuung
DTT 1,4 Dithiothreitol
EM Elektronenmikroskop (auch TEM)
g Gramm oder Erdbeschleunigung
GFAP glial fibrillar acidic protein (Typ III IF)
GFP green fluorescent protein
h Stunde
IF Intermediärfilament(e)
kDA kilo Dalton
kV kilo Volt
M Molar
mbar Millibar
MFL mittlere Filamentlänge
mg Milligramm
ml Milliliter
mM milli Molar
MT Mikrotubuli
MTOC Microtubule organizing center
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nm nanometer (10−9 Meter)
NP-40 Nonidet-P40 (Ethylphenolpolyethylenglycolether)
pH -log H+, negativer Logarithmus der Hydroniumkonzentration
Pi-Puffer Phosphatpuffer (hier 2 mM Phosphat, pH 7.5)
rpm rounds perminute (Umdrehungen pro Minute)
s Sekunde oder Sedimentationskoeffizient
S Svedberg
SDS Sodium dodecyl sulfate (deutsch: Natriumlaurylsulfat)
SFM Scanning ForceMicroscope (Rasterkraftmikroskop)
SFM-3 Stopped-Flow-Modul-3
Tetra hier für Vimentin Tetramer
ULF Unit-Length Filament, bestehend aus 8 Tetrameren
Vwt Vimentin wild typ
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5.3 Eigene Publikationen
5.3.1 ”Peer-Reviewed” Journals
Hong Jin, Esther S. Jeng, Daniel A. Heller, Prakrit V. Jena,Robert Kirmse, Jörg Langowski, andMichael
S. Strano, Divalent Ion and Thermally Induced DNAConformational Polymorphism on Single-walled
Carbon Nanotubes,Macromolecules, accepted Juni 2007
Robert Kirmse, Stephanie Portet, Norbert Mücke, Ueli Aebi, Harald Herrmann, and Jörg Langow-
ski, A quantitative kinetic model for the in vitro assembly of intermediate filaments from tetrameric
vimentin, J Biol Chem in press, published April 2, 2007 as doi:10.1074/jbc.M701063200
Mücke, N. and Kirmse, R. and Wedig, T. and Leterrier, J. F. and Kreplak, L., Investigation of the mor-
phology of intermediate filaments adsorbed to different solid supports, J Struct Biol, vol. 150, no. 3,
pp. 268-76, 2005
Mücke, N. and Kreplak, L. and Kirmse, R. and Wedig, T. and Herrmann, H. and Aebi, U. and Lan-
gowski, J., Assessing the flexibility of intermediate filaments by atomic force microscopy, J Mol Biol,
vol. 335, no. 5, pp. 1241-50, 2004
5.3.2 Buchkapitel
Thomas Ludwig, Robert Kirmse, Kate Poole, Challenges and Approaches - Probing Tumor Cell Inva-
sion by Atomic Force Microscopy, Modern Researh and Educational Topics in Microscopy, Number 3 (2007),
Formatex Spanien.
5.3.3 Posterpräsentation auf internationalen Konferenzen
30 Jahre Deutsche Gesellschaft für Zellbiologie, 16. - 19. März 2005, Heidelberg, R. Kirmse, N. Mücke,
H. Herrmann, J. Langowski, Unravelling the self-assembly process of intermediate filaments, EJCB,
vol. 84 Suppl. 55 (2005 March).
Laurent Kreplak, Norbert Mücke, Robert Kirmse, Tatjana Wedig, Jean-Francoise Leterrier, Harald
Herrmann, Ueli Aebi, Morphology of intermediate filaments (IFs) adsorbed to solid supports, EJCB,
vol. 84 Suppl. 55 (2005 March).
Seeing at the Nanoscale II, 13. - 15. Oktober 2004, Grenoble France, Europole Congress Centre, Ro-
bert Kirmse, Norbert Mücke, Laurent Kreplak, Harald Herrmann, Jörg Langowski, Scanning Force
Microscopy of Intermediate Filaments, Abstract #84.
Veeco 10. Usermeeting, 22. - 23. September, Kirchhoff-Institut für Physik, Heidelberg, Robert Kirmse,
Lauren Kreplak, Norbert Mücke, Tatjana Wedig, Jean-Francois Leterrier, Harald Herrmann, Ueli Aebi,
Morphology of Intermediate Filaments (IFs) as seen with the Atomic Force Microscope on different
supports. (Posterpreis 2. Platz)
Around the Cell Nucleus Workshop, 9. - 10- Februar 2004, ESRF Grenoble, M. Roessle, J. Langwoski,
R. Kirmse & C. Riekel, Small-Angle X-Ray Scattering on Single Cell Nuclei.
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5.3.4 Vortrag
Studying the reaction kinetics of in vitro intermediate filament assembly, July 30 - August 4, 2006,
Gordon Research Conference for Intermediate Filaments, Salve Regina University Newport, RI, Oral
Poster Presentation, Session I July 30 (http://www.grc.org/programs.aspx?year=2006&program=intermed)
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